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Sowohl in der veterinärmedizinischen, als auch in der humanmedizinischen Orthopä-
die spielen degenerative Knorpel- und Gelenkerkrankungen eine immer größere Rol-
le (SZCZYGIELSKA et al. 2007). Ein Grund für diese Tendenz, gerade auf dem Sek-
tor der Humanmedizin, ist sicherlich die altersdemographische Entwicklung. Ein an-
derer großer Bereich, in diesem Fall genauso die Veterinärmedizin betreffend, ist die 
traumatisch bedingte degenerative Gelenkknorpelerkrankung. Sowohl menschliche 
Sportler, als auch die Spezies Hund und Pferd leiden häufig an Osteoarthrose, die 
neben Fehlbelastungen vor allem auch auf eine intensive sportliche Betätigung bzw. 
Nutzung (MCILWRAITH 2005) zurückzuführen ist.  
Seit mehreren Dekaden wird Osteoarthrose chirurgisch behandelt.  Aufgrund der li-
mitierten intrinsischen Regenerationsfähigkeit von Knorpel, bzw. der in Bezug auf die 
Qualitäten hyalinen Knorpels bezogenen minderwertigen Eigenschaften des (Ersatz-) 
Faserknorpels (CAMPBELL et. al. 1969),  führen diese Behandlungsansätze oft nur 
zu unbefriedigenden Ergebnissen. 
Ein neuer Behandlungsansatz ist der Einsatz mesenchymaler Stammzellen (MSCs) 
zur Behandlung der Defekte. Die MSC hat die Fähigkeit, sich in mehrere Gewebety-
pen zu differenzieren. Das Ziel der aktuellen Forschung ist es, die dritte Generation 
der autologen Chondrozytentransplantation (ACT) zu etablieren. Hierbei sollen nicht 
Chondrozyten direkt in den Defekt implantiert werden, sondern chondrogen differen-
zierte Stammzellen. Dies hat den Vorteil, dass im Gegensatz zur ersten und zweiten 
Generation der ACT keine Chondrozyten entnommen werden müssen, was sonst 
wiederum zu einem Knorpeldefekt führt.  
Da sowohl im humanmedizinischen als auch im veterinärmedizinischen Bereich mit 
autologen Stammzellen gearbeitet wird, entfällt theoretisch das Problem der graft-
versus-host Reaktion. In der Grundlagenforschung muß jedoch häufig mit später kli-
nisch einzusetzenden Zielzellen (humane MSC, bzw. auch equine MSC) gearbeitet 
werden, um deren Eigenschaften und Möglichkeiten kennen zu lernen. Da gleichzei-
tig aber das Mausmodell aufgrund der schnellen Stoffwechselrate dieser Spezies, 
aber auch aus Kostengründen als sehr attraktiv erscheint, wird eine einfache, ergie-
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bige Methode benötigt, die es erlaubt, xenogene MSC in Mäuse zu verbringen, ohne 
eine graft-versus-host Reaktion hervorzurufen. Das Ziel ist es, das etablierte SCID-
Mausmodell abzulösen. Der Grund dafür sind zum einen hohe Kosten und großer 
Haltungsaufwand, zum anderen die Tatsache, dass die SCID-Mäuse durchaus Mak-
rophagen und NK-Zellen produzieren, die für eine negative Beeinflussung der Zell-
implantate verantwortlich gemacht werden könnten. Die in dieser Arbeit zu behan-
delnden Methoden zielen auf eine physikalische Abschirmung der Implantate ab. 
Dabei werden drei Wege beschritten, die dies gewährleisten sollen. Diese Methoden 
beinhalten im Einzelnen:  
 Einbettung der Zellen in Alginat 
 Verbringen der Zellen in einen Dialyseschlauch 
 Einsatz einer Diffusionskammer 
In dieser Arbeit soll eine Methode etabliert werden, mit der die Untersuchung xeno-
gener mesenchymaler Stammzellimplantate im immunkompetenten Tier ermöglicht 
wird. Die drei oben genannten Methoden werden in SCID-Mäusen und in BDF1-
Mäusen vergleichend untersucht. Neben der Neusynthese einer knorpeligen Extra-
zellulärmatrix soll vor allem auch das Kalzifizierungsverhalten der Implantate unter-
sucht werden, da die Kalzifizierung der Gewebeimplantate in früheren Untersuchun-
gen eine unerwünschte Instabilität darstellte; PELLTARI et al. (2006) konnten nach-
weisen, dass unverkapselte, chondrogen induzierte MSC im Gegensatz zu Kontrol-







2.1.1 Physiologie des hyalinen Knorpels 
Knorpel lässt sich in drei Fraktionen unterteilen: hyaliner Knorpel, elastischer Knorpel 
und Faserknorpel. Der hyaline Knorpel ist eine Struktur, die die artikulierenden En-
den zweier Knochen im Sinne eines stoßbrechenden Mediums überzieht. Grundsätz-
lich ist der hyaline Knorpel aufgrund seiner physiologischen Eigenschaften extrem 
belastbar und kompensiert Druck- und Scherkräfte, die auf ein Gelenk einwirken. In 
einer weiteren Eigenschaft trägt Knorpel zu der Schmierung des Gelenks bei. Er be-
steht im Wesentlichen aus Chondrozyten und extrazellulärer Matrix. Die Chondrozy-
ten können als funktionelle Einheit des Knorpels gesehen werden, da sie Zeit des 
Lebens anabole und katabole Prozesse in Bezug auf die Komposition der Matrix 
steuern. Dysregulationen in diesem System, Traumata (MUIR 1995) und sogar Im-
mobilisation (COTTA 1977) führen zu einem Verlust der Integrität der Knorpelmatrix, 
die die Vorstufe zu einem Funktionsverlust darstellt.  
Hyaliner Knorpel ist ein Gewebe, das völlig ohne Basalmembranen auskommt 
(KUETTNER 1992). Es ist avaskulär, aneural und alymphatisch, wobei die Avaskula-
rität durch antiangiogene Faktoren aufrechterhalten wird (CANCEDDA et al. 1995) 
und in engem Zusammenhang mit der geringen intrinsischen Selbstheilungskapazität 
steht. Der Grund für das Fehlen dieser Strukturen im Gewebe ist die Gewicht tragen-
de und verteilende Funktion des Gelenkknorpels, so dass der Knorpel von druck-
empfindlichen Strukturen frei sein muss  (DIJKGRAAF et al. 1995, HALL et al. 2003). 
Obwohl in jüngerer Zeit im Knorpelgewebe Zellen mit mesenchymalem Stammzell-
charakter nachgewiesen worden sind (BARBERO et al. 2003, FICKERT et al. 2003, 
TALLHEDEN et al. 2003), findet aber offensichtlich trotz Anwesenheit dieser Zellen 
nur eine fibröse Reparation und keine chondrogene Regeneration statt (BUCKWAL-
TER 1998, NEWMAN 1998). 
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Der Anteil der Chondrozyten an der Gesamtheit des Knorpels liegt, je nach Literatur-
quelle, zwischen 2% (STOCKWELL, 1978) und 10% des Volumens (ARCHER u. 
FRANCIS-WEST 2003), sie liegen umgeben von extrazellulärer Matrix.  
Die extrazelluläre Matrix wird von den Chondrozyten selbst synthetisiert. Die nicht 
durch zellulären Kontakt miteinander verbundenen Chondrozyten kommunizieren  
über diese Matrix miteinander  (KUETTNER 1992). So erhält also der Knorpel seine 
spezifischen Eigenschaften durch das Zusammenspiel von einerseits den Chondro-
zyten, die den Stoffwechsel kontrollieren und anderseits durch die Matrix, die im We-
sentlichen für seine strukturelle Beschaffenheit verantwortlich ist. 
Auch die Knorpelmatrix besteht wieder aus zwei Komponenten: Wasser und einem 
formgebenden Gerüst aus Makromolekülen (MOW 1992). Von den 60-80% Wasser-
anteil des Feuchtgewichts des Gelenkknorpels sind etwa 30% an Kollagenfibrillen 
gebunden, ein sehr geringer Anteil liegt intrazellulär vor. Der überwiegende Anteil 
des Wassers ist im intermolekularen Raum anzutreffen (MOW et al., 1984). Diese 
Gewebsflüssigkeit enthält neben Nährstoffen und Metaboliten vor allem auch Gase, 
Lipide, anorganische Salze und Elektrolyte mit einer hohen Kationenkonzentration 
(VANWANSEELE et al., 2002), die die negative Ladung der Proteoglykane aus-
gleicht. Die Osmolarität des Gelenkknorpels liegt zwischen 350 und 450 mOsm, in 
Abhängigkeit von der vorherrschenden Proteoglycan-Konzentration (HALL 2003). 
Das Gerüst aus Makromolekülen ist für die Wasserbindung und den Wasserfluß in-
nerhalb der Matrix verantwortlich und stellt Anlagerungsstellen zur Verfügung 
(BUCKWALTER u. ROSENBERG 1988).  
Dabei gibt es drei große Fraktionen von Makromolekülen: Kollagene, Proteoglykane 
und nicht-kollagene Proteine / Glykoproteine. Zusammen machen sie 20 – 40 % des 
Knorpelfeuchtgewichts aus. Die Kollagene bilden dabei mit bis zu 60 % der Tro-
ckenmasse den größten Anteil, gefolgt von den Proteoglykanen mit 25 %, sowie den 
nicht-kollagenen Proteinen und Glykoproteinen mit 15 % (GWYNN et al., 2002). Sie 
stellen eine Fraktion extrazellulärer Proteine dar, die vor allem in Knorpel, aber auch 
in anderen Geweben vorkommt. Bislang sind 26 genetisch unterschiedliche Kol-
lagenvarianten bekannt, davon kommen im hyalinen Knorpel elf vor (TESHIMA et al., 
2004, WACHSMUTH et al., 2006).  
Literaturübersicht 
5 
Die am häufigsten anzutreffende Kollagenvariante des Knorpels ist Kollagen Typ II 
(85 – 95 %), gefolgt von Kollagen  Typ XI (3 %), Typ IX (1 – 2 %) und Typ VI (1 – 
2 %) (ACKERMANN u. STEINMEYER 2005, TRIPPEL 1990, HAGG u. BRUCKNER 
et al. 1995, EYRE u. WU et al., 2002). Kollagene bilden Fibrillen, die in eine Matrix 
aus Proteoglykanen eingebettet sind (HARRIS et al., 1972). Bei den Proteoglykanen 
handelt es sich um Glykokonjugate, die sowohl in Struktur, als auch in Funktion gro-
ße Unterschiede aufweisen (HARDINGHAM u. BAYLISS 1990). Sie treten in allen 
Körpergeweben intrazellulär und an der Zelloberfläche auf, am häufigsten sind sie 
jedoch in der extrazellulären Matrix exprimiert (LOHMANDER 1988). Allen gemein 
ist, dass sie aus einem Kernprotein bestehen, an das kovalent eine Kette aus Glyko-
saminoglykanen gebunden ist (WATANABE et al., 1998).  
Proteoglykane tragen entscheidend zu der Kompressionsstabilität von hyalinem 
Knorpel bei. Dies geschieht dadurch, dass die Glykosaminoglykanketten der Proteo-
glykane eine große Menge negativ geladener Sulfat- und Carboxylgruppen besitzen. 
So werden Kationen wie Natrium angezogen, die osmotisch Wasser nachziehen 
(HARRIS et al., 1972).  
BUSSE (2006) fasst die histologische Einteilungung von Knorpel in vier Schichten 
zusammen: die Superfizialschicht, die Intermediärzone, die Radiärzone und die mi-
neralisierte Zone. 
I) Die Chondrozyten der oberflächlich gelegenen Superfizialschicht haben eine 
spindelförmige, abgeflachte Form und liegen nahezu parallel zur Gelenkober-
fläche (BRUNS et al., 2000). Die tiefer gelegenen Chondrozyten synthetisie-
ren die Matrix mit einem hohen Anteil von Kollagenfasern und einer niedrigen 
Proteoglykankonzentration (MARTINEK, 2003). Die Kollagenfasern haben ei-
ne tangentiale Ausrichtung, weshalb diese Schicht auch Tangentialzone ge-
nannt wird (BRUNS et al., 2000). 
II) In der darunter liegenden Intermediärzone nehmen die Zellen eine runde 
Struktur an und liegen in Gruppen zusammen. Der Gehalt an Proteoglykanen 
ist in dieser Zone höher als in der Superfizialschicht (RUDERT et al., 1998). 
Die Ausrichtung der Kollagenfasern wechselt von einem tangentialen Verlauf 
an der Gelenkoberfläche bis hin zu einem zum Knochen senkrechten Verlauf. 
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III) Die Radiärzone ist die breiteste Schicht im hyalinen Knorpel mit in Längssäu-
len angeordneten runden Knorpelzellen, die von radiär verlaufenden Fasern 
umgeben werden (BRUNS et al., 2000). Die senkrecht verlaufenden Kollagen-
fasern tauchen in die Tidemark ein (MARTINEK, 2003). Diese bildet die Gren-
ze zwischen der nichtkalzifizierten und der kalzifizierten Matrix. Die Proteogly-
kankonzentration ist in dieser Schicht am höchsten und der Wassergehalt am 
niedrigsten. 
IV) In der Zone des mineralisierten Knorpels befinden sich untergehende Zellen 
mit wenig metabolischer Aktivität und Kalziumkristalle, die in die extrazelluläre 
Matrix eingelagert sind (ALLAN et al., 2007). Diese dünne Schicht trennt den 
hyalinen Knorpel vom subchondralen Knochen. Um die Integrität des Gewe-
bes zu steigern, ist der Übergang zapfenförmig. Die senkrecht verlaufenden 
Kollagenfasern strahlen in den subchondralen Knochen ein und verleihen die-
ser Zone eine zusätzliche Stabilität. 
 
 




2.1.2 Pathologie des hyalinen Knorpels 
Knorpel kann durch mehrere Mechanismen geschädigt werden. Grundsätzlich wer-
den Knorpelschädigungen in drei Krankheitsbilder eingeteilt: die Gruppe der Entwick-
lungsstörungen, der erworbenen, traumatischen Erkrankungen, sowie der erworbe-
nen nicht-traumatischen Erkrankungen. Bei allen drei Krankheitsbildern lassen sich 
Knorpeldefekte und Läsionen nachweisen (ULRICH-VINTHER et al. 2003). Die 
Funktionsmechanismen, durch die pathologisch veränderter Knorpel entsteht, sind 
im Wesentlichen durch die Anatomie des Knorpels selber zu erklären. Die schon be-
schriebene Avaskularität von hyalinem Knorpel und die kompakte extrazelluläre Mat-
rix sorgen dafür, dass Zellmigration praktisch ausbleibt (ASHHURST 2004). Die 
mangelnde Blutversorgung hält Reparatursignale wie Interleukine und TNF-α vom 
Ort des Geschehens, nämlich der Gelenkoberfläche fern. Gleichzeitig sorgt die dich-
te Matrix dafür, dass sowohl Chondrozyten, als auch neu synthetisierte Matrix vom 
Defekt ferngehalten wird. Dadurch wird eine Regeneration unmöglich, und es findet 
im besten Falle eine Reparation statt.  
Die Problematik des funktionell eingeschränkten Ersatzgewebes wird durch derzeitig 
angewandte Therapiekonzepte nicht zufrieden stellend gelöst. Aus diesem Grund ist 
die Suche nach innovativen Ansätzen von großer klinischer Bedeutung.  
 
2.1.3 Therapiekonzepte bei Knorpeldefekten     
Momentan stehen einige chirurgische Ansätze zur Disposition, um Knorpeldefekte zu 
behandeln. Vor allem sind neben der Transplantation von autologen osteochondralen 
Zylindern die Mikrofrakturierung und die autologe Chondrozyten-Transplantation 
(ACT) zu nennen.  
Bei der Transplantation osteochondraler Zylinder (OZ), auch Osteochondral Autolo-
gous Transfer System (OATS) genannt, werden die OZ aus weniger beanspruchten 
Knorpelregionen gestanzt und dann in einer Mosaik-Technik in den eigentlichen De-
fekt implantiert (BOBIC 1999). Das Problem hierbei liegt in der Schaffung neuer De-
fekte bei der Gewinnung der Knochen-Knorpel-Zylinder. Abgesehen davon steht 
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nicht unbegrenzt Ausgangsmaterial zur Verfügung, weil die Stellen, die zur Gewin-
nung der Implantate genutzt werden können, limitiert sind. So können mit dieser Me-
thode Defekte behandelt werden, die eine Größe von 3 cm² nicht überschreiten 
(BOBIC 1999). 
Die Methode der Mikrofrakturierung ist eine verhältnismäßig einfache Lösung. Hier-
bei wird der geschädigte Knorpel zusammen mit dem subchondralen Knochen durch 
einen athroskopischen Zugang hindurch angebohrt. Das dadurch resultierende Ein-
bluten soll mesenchymalen Stammzellen den Zugang zum Defekt schaffen und eine 
Regeneration begünstigen (STEADMAN et al., 2001). 
Die von BRITTBERG et al. (1994) beschriebene Technik der ACT basiert ähnlich wie 
das OATS auf einer zweifach-OP gestützten Technik. In einer ersten Operation wer-
den Knorpelbiopsien gewonnen, die dann allerdings enzymatisch aufgeschlossen 
werden, um die so gewonnenen Chondrozyten in vitro in der Monolayerkultur so lan-
ge zu kultivieren, bis eine ausreichende Zellzahl erreicht wird. Diese expandierten 
Chondrozyten werden dann in der zweiten Operation wieder in den zu behandelnden 
Defekt eingebracht, während der zu Entnahmezwecken kreierte Defekt unbehandelt 
bleibt und Probleme verursachen kann (RÖNN et al., 2011). In der ersten Generation 
der ACT wurde dies mittels eines Periostlappens erreicht, unter den die Zellen inji-
ziert wurden. Mittlerweile ist man dazu übergegangen, Chondrozyten in dreidimensi-
onale Matrices einzusäen und ein Tissue Engineering Konstrukt zu implantieren, in 
dem die Chondrozyten somit zur Bildung extrazellulärer Matrix (eM) angeregt werden 
(ACT der zweiten Generation). Abgesehen davon ist die chirurgische Handhabung 
von im Konstrukt fixierten Zellen deutlich einfacher, es besteht ein geringeres Risiko 
von Zellverlust und die Zellverteilung ist homogener. Durch die Fixierung in einem 
dreidimensionalen Konstrukt ist außerdem die im Defekt verbleibende Zellzahl deut-
lich höher (BEHRENS et al., 2006). Das Problem, das bei den ersten beiden Genera-
tionen der ACT besteht, liegt unter anderem in der Entnahme des autologen Gewe-
bes begründet. LEE et al. (2000) zeigten, dass selbst die dezentrale Entnahme auto-
logen Materials zur Einleitung neuer degenerativer Prozesse führen kann. Der ande-
re große Nachteil der ACT liegt in der Expansion der Chondrozyten in vitro begrün-
det. Hierbei konnte gezeigt werden, dass bereits das Herauslösen der Zellen aus der 
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eM  Veränderungen in der Genexpression zur Folge hat, zum Beispiel eine Verände-
rung von Kollagen II und XI, Aggrecan, Biglycan, CRTAC1, Fibromodulin und PRELP 
(BENZ et al., 2002). Es scheinen also Faktoren wie die fehlende eM und eine gewis-
se Gewichtsbelastung, sowie eventuell mangelnde Zellkontakte dazu zu führen, dass 
Chondrozyten ihr Genexpressionsmuster verändern. Des Weiteren ist es ein Charak-
teristikum von Chondrozyten, dass sie in der Monolayerkultur dedifferenzieren, d. h. 
ihren Phänotyp verlieren und nicht mehr Kollagen II, sondern das fibroblastenassozi-
ierte Kollagen I exprimieren (BENYA et al., 1982). Auch Aggrecan wird nicht mehr in 
der gewohnten Menge synthetisiert (BINETTE et al., 1998). Aus diesen Gründen 
werden MSCs als Grundlage der dritten Generation der ACT gehandelt.  
 
2.2 Stammzellen 
2.2.1 Physiologische Eigenschaften der Stammzelle 
Stammzellen sind Zellen, die das Potential haben, sich in verschiedene Gewebety-
pen bzw. Organe zu differenzieren. Dabei muss man zwischen embryonalen Stamm-
zellen und adulten Stammzellen unterscheiden. Embryonale Stammzellen werden 
aus dem Inneren der Blastozyste gewonnen. Sie können sich prinzipiell in jedes Ge-
webe, also in jedes der drei Keimblätter (Ento-, Ekto- und Mesoderm) des Körpers 
differenzieren. Sie haben im Vergleich zu den adulten Stammzellen ein deutlich hö-
heres Differenzierungsvermögen, sie sind pluripotent. Adulte Stammzellen hingegen 
haben ein geringeres Differenzierungsvermögen, sie sind multipotent. So kann bei 
adulten Stammzellen nach allgemeiner Auffassung keine Keimblatt überschreitende 
Differenzierung stattfinden. Sie können aber innerhalb eines Keimblatts in verschie-
dene Zelltypen differenzieren, d.h.  sie haben ein so genanntes Multilineagepotential.  
Adulte Stammzellen können unter anderem weiter aufgegliedert werden in hämato-
poietische, endotheliale und mesenchymale Stammzellen. So kann eine mesen-
chymale Stammzelle beispielsweise zu Knorpel differenzieren, aber auch die Diffe-
renzierung zu Fett- und Knochengewebe ist möglich. Gleichzeitig ist die Stammzelle 
dazu in der Lage, sich selbst zu erneuern (self-renewal), ohne dabei zu differenzie-
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ren. Man postuliert, dass sich Stammzellen asymmetrisch teilen, d. h. bei der Zelltei-
lung entstehen eine Stammzelle, sowie eine in eine bestimmte Richtung geprägte 
Vorläuferzelle (Osteoprogenitor, Chondroprogenitor, Myoblast, Stromavorläufer, Te-
noblastenvorläufer oder Adipoprogenitor).  
 
 
Abb. 2 Multilineagepotential mesenchymler Stammzellen (CAPLAN u. BRUDER 2001) 
 
2.2.2 Gewinnung mesenchymaler Stammzelle 
Mesenchymale Stammzellen lassen sich ausschließlich aus Geweben und Körper-
flüssigkeiten gewinnen, die ursprünglich aus dem Mesoderm entstanden sind. Mitt-
lerweile wurden MSC neben Knochenmark (KM) erfolgreich auch aus anderen Quel-
len extrahiert, wie zum Beispiel Periost (NAKAHARA et al., 1991), Muskel (ASAKU-
RA et al., 2001), Synovialmembran (DE BARI et al., 2001), Fettgewebe (HAUNER et 
al., 1989), Blut, Nabelschnurblut und Menstruationsblut (UMEZAWA et al., 2008).  
Beim Menschen kann im Rahmen einer therapeutisch geplanten Operation, bei der 
der Knochen aufgesägt wird, KM entnommen werden. Eine Alternative ist, den Kno-
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chen mittels einer Biopsienadel zu punktieren und das KM zu aspirieren. Wird das 
KM mittels Biopsie gewonnen, so ist beim Menschen in der Regel die Christa iliaca 
die Punktionsstelle der Wahl.  
Beim Pferd, der einzigen tierischen Spezies, bei der die Stammzelltherapie bereits 
routinemäßig durchgeführt wird, können MSC, genau wie beim Menschen aus dem 
Knochen aspiriert werden, bzw. aus dem Fett gewonnen werden. Die Aspirationstelle 
am Brustbein, bzw. am Hüfthöcker wird aseptisch vorbereitet, mit einer Biopsienadel 
punktiert, dann wird das KM aspiriert (SMITH et al., 2003). Hierbei muss darauf ge-
achtet werden, dass die Aspiration bei der Punktionsstelle am Sternum langsam 
stattfindet. 
Bei der Gewinnung von Stammzellen aus Fettgewebe wird das Fett unter Sedierung 
und nach aseptischer Reinigung der Punktionsstelle aus der Kruppe entnommen. 
Bei beiden Verfahren müssen die MSC aus dem gewonnenen Bioptat extrahiert wer-
den. Dies geschieht bei Knochenmarkproben durch Zentrifugation mittels eines Dich-
tegradienten (SULC et al., 1977), bei adipogenem Gewebe wird dieses mittels Colla-
genase verdaut, um die MSC zu extrahieren (HAUNER et al., 1989). 
 
2.2.3 Charakterisierung  mesenchymaler Stammzellen 
Eine einhellige Definition hinsichtlich der Eigenschaften der mesenchymalen Stamm-
zelle ist aufgrund der Vielzahl der Ressourcen, aus denen die Zellen von den ver-
schiedenen Forschergruppen gewonnen werden nicht immer gegeben. Die Internati-
onale Gesellschaft für zelluläre Therapie definiert sie als eine Zelle, die sich plastik-
adhäsiv verhält. Weiterhin sollte sie sich über die Oberflächenantigenexpression de-
finieren lassen. Dominici et al. (2006) schlagen vor, dass eine Zellpopulation zu min-
destens 95 % positiv für CD 73, CD 90 und CD 105 sein sollte. Weniger als 2 % der 
Zellen sollten positiv für CD 14 oder CD 11b, CD 34, CD 45, CD 79α oder CD 19 und 
HLA-DR sein. 
Sie sollten laut Dominici et al. (2006) in vitro in Osteoblasten, Adipozyten und Chond-




2.2.4 MSC-Therapie in der Veterinärmedizin 
Ähnlich wie in der Humanmedizin fordert auch in der Veterinärmedizin die limitierte 
intrinsische Selbstheilungsfähigkeit von hyalinem Knorpel neue Konzepte jenseits 
des mechanischen Knorpeldébridements. Um dem Setzen von Defekten bei der Ge-
winnung von autologen Chondrozyten zu entgehen, wird auch in der Veterinärmedi-
zin versucht, die MSC direkt zur Knorpelheilung einzusetzen (MCILWRAITH et al., 
2011). Bis jetzt führt dieser Behandlungsansatz beim Pferd jedoch nicht zu durchweg 
befriedigenden Ergebnissen. Bei einer weiteren stammzellbasierten Behandlungsme-
thode beim Pferd geht es um die Heilung von Verletzungen der oberflächlichen 
(SDFT) und tiefen (DDFT) Beugesehnen der Musculi flexor digitales superficialis et 
profundus, deren Unterstützungsbändern sowie des Fesseltrageapparates.  
WILLIAMS et al. (2001) postulieren, dass bis zu 46 % aller Beinverletzungen beim 
Vollblutrennpferd in solchen Sehnen- und Bandverletzungen manifestiert sind. Laut 
DYSON et al. (2004) liegt die Rezidivrate bei konservativ behandelten Rennpferden 
bei 67 %. Aus diesem Grund etablierten SMITH et al. (2003) eine Methode, bei der 
autologe Stammzellen direkt in den Sehnendefekt implantiert werden, um eine Re-
generation mittels einer in vivo Differenzierung der equinen Mesenchymalen Stamm-
zellen (eMSC) zu Tenozyten zu erreichen.  
 
 
Abb. 3 Läsion in der OBS vor und 3 Monate nach Stammzellimplantation  




Histologische Untersuchungen sollen zeigen, dass haltbareres, sehnenähnlicheres 
Gewebe entsteht (MOUNTFORD, 2006). 
In der Humanmedizin werden MSC neben einigen experimentellen Heilversuchen 
hauptsächlich zur Behandlung von Knorpeldefekten benutzt (CAPLAN, 2009). Eine 
der Behandlung vorangehende in vitro Differenzierung von Zellen hat den Vorteil, 
dass nachgewiesen werden kann, dass das entsprechende Zielgewebe tatsächlich 
gebildet worden ist.   
 
2.2.5 Chondrogene Differenzierung von BMSCs 
Die Entstehung von Knorpel während der Embryonalentwicklung geht auf mesen-
chymale Stammzellen zurück. Als erstes sichtbares Anzeichen lagern sich MSCs 
zusammen, runden sich ab und verlieren ihre Fortsätze. Sie proliferieren zu Chond-
roprogenitorzellen (SCHNORR, 2006). Dies geschieht durch Rekrutierung, Migration 
und Kondensation der MSCs (HALL u. MIYAKE, 2000). Hierbei spielen mehrere Fak-
toren eine Rolle: Um kondensieren zu können, müssen die Zellen extrazelluläre Mat-
rix produzieren, die unter anderem Hyaluronsäure, Kollagen Typ I und verschiedene 
Proteoglykane enthält. Dazu sind Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen nötig, um 
die spezifischen Signale zu vermitteln. Die Kondensation ist gekennzeichnet durch 
eine Phase vermehrter Hyaluronsäurehydrolyse, die Expression der Zelladhäsions-
moleküle Neural Cadherin (N-Cadherin) und Neural Cell Adhesion Molecule (N-
CAM), sowie eine vermehrte Kollagen Typ II-Synthese (DELISE u. TUAN, 2000). Im 
weiteren Verlauf nimmt die N-Cadherin Expression wieder ab, es wird vermehrt 
Transforming Growth Factor ß1 (TGF-ß1) exprimiert. Durch einen NCD-2-Antikörper, 
der die extrazelluläre Bindungsregion des N-Cadherins blockiert, wurde die Zellag-
gregation verhindert, wodurch die  Chondrogenese ausblieb (OBERLENDER u. TU-
AN, 1994). Auch DELISE u. TUAN (2002) veröffentlichten in diesem Zusammen-
hang, dass bei Zellen mit N-Cadherin-Mutationen die Kondensation stark beeinträch-
tigt ist. Diese Inhibition der Chondrogenese lässt also darauf schließen, dass eine 
hohe Zelldichte und die Zellkondensation eminent wichtig für diesen Differenzie-
rungsweg sind. Bei der Embryonalentwicklung wird allerdings nur ein Bruchteil des 
Literaturübersicht 
14 
zunächst knorpeligen Skeletts zu hyalinem Knorpel. Den überwiegenden Teil stellt 
transienter Knorpel dar, der sich im Rahmen der enchondralen Ossifikation zu Kno-
chen weiterentwickelt. Bei diesen Umbauprozessen von Stammzellen zu hyalinem 
und transientem Knorpel bzw. Knochen spielen mehrere Signalmoleküle eine Rolle; 
neben dem bereits beschriebenen TGF-ß1 unter anderem auch Bone Morphogenetic 
Protein (BMP), Fibroblast Growth Factor (FGF) und Indian Hedgehog (IHH). Diese 
Wachstumsfaktoren sind Proteine, die bei der (Knorpel-)Entwicklung mehrzelliger 
Organismen eine wichtige Rolle spielen. Ihre genaue Funktionsweise ist bislang nur 
teilweise aufgeklärt. 
Um in vitro aus MSC Knorpel zu erzeugen, werden Stammzellen nach Expansion in 
eine Hochdichtekultur genommen, die die Umgebung der embryonalen Chondroge-
nese nachahmen soll. Bei Zugabe von TGF-ß1 kommt es zu einer Differenzierung 
der MSCs, deren Morphologie zumindest chondrozytenähnlich ist (MACKAY et al., 
1998). Analysen auf Genexpressionsebene hingegen legen zweierlei Dinge dar: Zum 
einen werden von solchen in vitro erzeugten Knorpelzellen definitiv hyalin-
knorpelspezifische Marker wie Kollagen Typ II und Aggrecan exprimiert. Aber auch 
andere Moleküle wie Kollagen Typ I, X, Matrixmetalloproteinase 13 (MMP13), alkali-
sche Phosphatase (AP) und Osteopontin werden exprimiert (BARRY et al., 2001, 
WINTER et al., 2003, STECK et al., 2005). Das lässt darauf schließen, dass in vitro 
weniger hyaliner Knorpel entsteht, als eher eine Mischung aus hyalinem Knorpel 
(Kollagen Typ II und Aggrecan), Faserknorpel (Kollagen Typ I und Osteopontin) und 
hypertrophem Knorpel (Kollagen Typ X und MMP13). Daraus folgt, dass dieser in 
vitro entstandene Knorpel, bedingt durch seine molekulare Zusammensetzung, we-
niger stabil ist als rein hyaliner Knorpel (PELTTARI et al., 2006). Des Weiteren zeigte 
der in vitro erzeugte Knorpel in die SCID-Maus implantiert eine deutliche Tendenz zu 
kalzifizieren (PELTTARI et al., 2006). 
 
2.2.6 Chondrogen differenzierte BMSC im Mausmodell 
Die Tatsache, dass es in vitro bislang nicht gelingt hyalinen Knorpel zu erzeugen 
führte zu dem Ansatz, die Chondrogenese in vivo zu versuchen. Hierbei gibt es eine 
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Vielzahl von Versuchstieren, die zu solchen Vorhaben herangezogen werden. Der 
Vorteil eines Mausmodells liegt vor allem in der schnellen Stoffwechselrate der Muri-
den, die eine verhältnismäßig kurze Standzeit post op erlaubt. Aber auch der finanzi-
elle Aspekt im Hinblick auf die Beschaffung und Haltung der Versuchstiere ist zu be-
achten. Im Mausmodell gibt es bezüglich des Zielgebietes einer Stammzellimplanta-
tion zur in vivo Chondrogenese mehrere Ansätze, hinsichtlich der Größe des Ver-
suchstieres sind es jedoch meist ektope Modelle. So berichten SCHÜLLER et al. 
(2008) von einem in vivo Modell, in dem humane Chondrozytenzylinder einschließ-
lich subchondralem Knochen mit einem Defekt in der Mitte subkutan in Mäuse im-
plantiert wurden. Dabei wurde der Defekt mit Chondrozyten ausgefüllt und mit Peri-
ost gedeckt. Sie beschreiben nach fünf Wochen eine neu entstandene, proteoglykan-
reiche Matrix mit knorpelähnlichen Strukturen. DICKHUT et al. (2008) zeigten, dass 
eine in vitro Chondrogenese von MSC, die mit TGF-ß in Fibrinkleber eingebettet 
sind, funktioniert, während dasselbe Arrangement implantiert in die SCID-Maus kaum 
Kollagen Typ II produziert.  
Gemein ist diesen Studien, dass sie ausschließlich in immunsupprimierten Tieren 
durchgeführt wurden. Abgesehen von dem Aufwand und den Kosten, die damit ein-
hergehen, ist nicht auszuschließen, dass ein nicht vorhandenes Immunsystem unter 
Umständen andere Ergebnisse zulässt, als sie im immunkompetenten Tier zustande 
kämen. Daher ist der nächste logische Schritt eine Methode zu etablieren, die zum 
einen das Problem der Kalzifikationen löst und es zum anderen erlaubt, ein voll im-
munkompetentes Versuchstier zu verwenden. 
 
2.3 Trägermaterialien zur Immunabschirmung 
Die Daten von DICKHUT et al. (2008) zeigen, dass unverkapselte, chondrogen vor-
differenzierte MSC in dem Wirtsorganismus (der SCID-Maus) ihre knorpeligen Ei-
genschaften wieder verlieren. Es ist also von Interesse, ob diese Instabilität und auch 
Kalzifizierung  der in vitro chondrogen vordifferenzierten MSC auf die Durchblutung, 
die durch die ektope Implantation immanent ist, zurückzuführen ist. Auch eine Inva-
sion von Wirtszellen könnte einen Einfluss auf diese Entwicklung haben. 
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Auch die Tatsache, dass eine in vivo Chondrogenese (ohne Vordifferenzierung) nicht 
gelingt, könnte durchaus darauf zurückzuführen sein, dass Maus-Zellen das zur 
Chondrogenese notwendige TGF-ß abbauen. 
Um die Rolle der Immunzellen bei diesen Vorgängen zu beurteilen, sollen zum einen 
die Immunzellen des Wirtes durch das Konstrukt von den MSC abgehalten werden, 
zum anderen soll die Rolle der Immunzellen an sich geklärt werden. Deshalb werden 
die Konstrukte und Kontrollen in der immundefizienten SCID-Maus (keine Lymphozy-




Alginat ist ein Werkstoff, der aus der Braunalge (Laminaria, Ecklonia, Macrocystis, 
Lessonia, Ascophylum und Durvillea) extrahiert wird. Dabei sind Alginate die Salze, 
die aus der Alginsäure deprotoniert werden, welche z.B. bei der Jodgewinnung aus 
Algen entsteht. Alginat wird in der Lebensmittelindustrie als Gelier –und Verdi-
ckungsmittel eingesetzt. In der Medizintechnik wird Alginat oft als Verkapselungsme-
dium verwendet.  
Eine mittlerweile therapeutisch am Menschen häufig genutzte Technik ist die Ver-
kapselung von Inselzellen, um einen Diabetes mellitus zu behandeln. Hintergrund 
dieser Technik ist es, allogene oder sogar xenogene Transplantate zu nutzen, ohne 
dass diese abgestoßen werden (CAMPOS-LISBÔA et al., 2008). Der Grund für die 
Produkteigenschaft von Alginat, immunkompetente Zellen von dem in Alginat einge-
betteten Stoff fernzuhalten, ist in der chemischen Struktur begründet: Alginat hat eine 
polymere Struktur. Es besteht aus einem Gemisch der beiden Uronsäuren α-L-
Guluronsäure (GulUA) und β-D-Mannuronsäure (ManUA), die 1,4-glycosidisch in 
wechselndem Verhältnis zu linearen Ketten verbunden sind. Es bildet auch homopo-
lymere Bereiche, in denen Mannuronsäure oder Guluronsäure èn Block vorliegt. Sol-
che Blöcke werden als GG-, MM-, bzw. GM-Blöcke bezeichnet, wobei es im Bereich 
der Homopolymere, bzw. des Heteropolymers zu einer Art Faltstruktur kommt. Diese 
Faltstruktur spielt bei der Gelierung eine wesentliche Rolle.  
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Vertropft man nun eine Alginatlösung, in der eine definierte Menge Zellen suspen-
diert ist, in eine Lösung divalenter Kationen, so quervernetzen diese die Faltstruktur 
zweier GG-Blöcke. So lagert sich GG-Block an GG-Block, und ein dreidimensionales 
Gerüst entsteht. Hierbei rufen die verschiedenen divalenten Kationen aufgrund un-
terschiedlicher Affinität zum Alginat unterschiedliche Stabilität der Quervernetzung 
hervor: Cd>Ba>Sr>Ca>Ni>Cu>Mn (VISTED et al., (2001). In den letzten Jahren wur-
de Alginat zur Verkapselung der verschiedensten Implantate genutzt (ZIMMER-
MANN et al., 2005). So wird Alginat mittlerweile neben der Verkapselung von ektop 
zu implantierenden Zellen auch intraperitoneal (KULSENG et al., 1999) und intrace-
rebral (READ et al., 1999) implantiert. In der vorliegenden Arbeit soll es eingesetzt 
werden, um MSC zu verkapseln und die ablaufende Chondrogenese vor dem Im-
munsystem der voll immunkompetenten BDF1-Maus zu schützen.  
 
 
Abb. 4 Struktur Alginat 
 
2.3.2 Diffusionskammer 
Die Diffusionskammer ist ein Konstrukt, das aus einem Plastikring besteht, auf den 
von oben und unten eine Membran aufgeklebt werden kann, so dass eine Kammer 
entsteht. Die Porengröße der Membranen kann beim Hersteller in verschiedenen 
Varianten bestellt werden. So gibt es Porengrößen von 0,22, 0,45 und 5 µm. Neben 
Filtern aus Nylon und Nitrocellulose sind auch Membranen aus Polyvinylidenfluorid 
erhältlich, die sich laut Hersteller vor allem durch eine deutlich geringere Proteinbin-
dung auszeichnen. Diffusionskammern werden auf den verschiedensten Gebieten 
dann eingesetzt, wenn Zellen in der Kammer einer Diffusion ausgesetzt, bzw. vor 
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bestimmten Stoffen, die für den Durchtritt durch die Poren der Kammer zu groß sind, 
geschützt werden sollen.  
Um beispielsweise die Herkunft von Makrophagen zu klären, die in zentralem Ner-
vengewebe zu finden sind, beluden STEVENS u. BAHR (1993) Diffusionskammern 
mit Hirngewebe und Teilen des Nervus opticus von Lewis-Ratten, um diese dann, 
bestückt mit  0,22 und 5 µm Filtern Ratten in die Bauchhöhle zu implantieren. Damit 
wollten sie zeigen, dass ein Großteil der Makrophagen, (die nicht durch den 0,22 µm 
Filter passen) nicht in dem Nervengewebe innert sind, sondern dorthin migrieren.  
ROONEY et al. (1993) zeigten, dass Achillessehnen von Mäusen in der Diffusions-
kammer, implantiert in die Bauchhöhle, erst ektop Knorpelgewebe bilden, um dann 
im weiteren Verlauf Kalk einzulagern und zu verknöchern. 
 
2.3.3 Dialyseschlauch 
Bei dem Dialyseschlauch handelt es sich um einen semipermeablen Schlauch, der 
aus Cellusoseester besteht. Der Schlauch ist grundsätzlich trocken und damit fest. 
Vor der Verarbeitung muss er gekocht werden, damit er eine fest-flexible Struktur 
erlangt. Der Dialyseschlauch wird ursprünglich verwendet, um durch seine Eigen-
schaft als semipermeable Membran Stoffe mit verschiedenen Molekulargewichten 
aus Lösungen zu trennen. Im Wesentlichen wird dieses Produkt im Chemielabor  
oder in der Physik genutzt, aber aufgrund seiner Eigenschaften stellt es theoretisch 
eine interessante Option für die Belange der Immunabschirmung dar. Aufgrund sei-
ner Porengröße von ungefähr 2,5 nm sollte der Dialyseschlauch zuverlässig alle Im-
munzellen des Empfängertieres von dem Implantat fernhalten. 
 
2.3.4 Chondro-Gide® Doppelschicht-Kollagenmembran 
Die Chondro-Gide® Doppelschicht-Kollagenmembran der Firma Geistlich Bio-
materials (Abb.5) besteht aus Kollagen Typ I/III porcinen Ursprungs. Sie wird vor al-
lem in der orthopädischen Chirurgie eingesetzt, um Knopeldefekte zu decken, wobei 
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dann die Biomembran mit autologen Zellen beladen wird und diesen als extrazellulä-
re Matrix dient. FUSS et al. (2000) postulierten, dass die Kollagenmembran die auto-
logen MSCs dazu anregt, zum Chondrozytenphänotyp zu differenzieren, außerdem 
soll die Membran die Bildung von GAGs und Kollagen Typ II fördern. 
Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Kollagenmembran als Struktur gebende Einheit 
eingesetzt, um den undifferenzierte SCs ein dreidimensionales Gerüst zu bieten, das 
dem mechanischen Druck des Dialyseschlauches besser stand hält, als ein Fibrin-




Abb. 5 Chondro-Gide® Doppelschichtmembran (Geistlich Biomaterials©) 
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3 Ziel der Arbeit 
Die Arbeit gliedert sich in zwei Abschnitte. Im ersten Abschnitt geht es darum, in vitro 
chondrogen vordifferenzierte humane MSC auf verschiedene Weisen (Alginat, Dialy-
seschlauch und Diffusionskammer) zu verkapseln und ektop in SCID- und BDF1-
Mäuse zu implantieren, um den Einfluss der Durchblutung und Zellinvasion auf die 
Stabilität und den knorpeligen Phänotyp der Konstrukte zu evaluieren. Es soll die 
Hypothese überprüft werden, dass eine Reduktion des Versorgungsgrades durch die 
physikalische Abschirmung und damit eine Annäherung an Nährstoff- und Gaskon-
zentrationen wie im Gelenk zu einer Stabilisierung des chondrogenen Phänotyps 
beitragen kann. Besonderes Augenmerk liegt hierbei darauf, inwieweit die Kalzifizie-
rung in vitro differenzierter MSC durch die Konstrukte bzw. das Mausmodell beein-
flusst wird.  
Im zweiten Teil der Arbeit soll mit mindestens einem der Konstrukte in Anwesenheit 
von TGF-ß eine in vivo Chondrogenese humaner MSC im ektopen Mausmodell ver-
sucht werden. Hierbei soll durch die Verkapselung gewährleistet sein, dass murine 
Zellen das TGF-ß nicht abbauen können. Es soll ein ektopes in vivo Modell entwi-
ckelt werden, dass das Abfragen einer Knorpeldifferenzierungsfähigkeit von MSC 
möglich macht, so wie es z.B. für die ektope Knochenentwicklung seit Jahren verfüg-
bar ist. Grundsätzlich wird in der Arbeit neben der in diesem Hinblick häufig genutz-
ten immundefizienten SCID-Maus keine Lymphozyten, aber NK-Zellen) auch die voll  
immunkompetente BDF1-Maus genutzt, um die Rolle der Immunzellen in Bezug auf 
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4 Material und Methoden 
4.1 Geräte 
Gerät Firma  
Mikroskop Zeiss 
pH-Meter Mettler Toledo 
Pipetten Eppendorf 
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann 
Schneidegerät Histologie Jung Histoslide 
Sterilbank Thermo Electron 
Tischzentrifuge Kisker 
Zellkulturinkubator Thermo Electron 
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus 
 
4.2 Chemikalien/Medikamente/Materialien 
Artikel  Firma  
Alcianblau 8 GS Chroma 
Alizarinrot S Chroma 
Alginsäure Sigma 
Alu Primer: AluYb8-F 5’ – CGA GGC GGG TGG ATC 
ATG AGG T – 3’ 
Alu-R 5’ – TTT TTT GAG ACG GAG 
TCT CGC – 3’ 
Bariumchlorid Sigma 
Blocking reagent Roche 
BSA Sigma 
Cement f. Diffusion Chambers Millipore 
Chondro-Gide Geistlich Biomaterials 
Chondroitinase ABC Sigma 
Dexamethason Sigma 
Dextransulfat Sigma 
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Artikel  Firma  
Dialyseschlauch Serva 
DIG Control Teststrips Boehringer 
Digoxigenin-11-dUTP Roche 
DMEM low / high glucose Gibco, Invitrogen 
Durapore® membrane filters Millipore 
Eppendorfgefäße Eppendorf 
Ethilon 2-0, metric 3 Ethicon 
FastRed Roche 
Fast Green Sigma 
FCS (fetales Kälberserum) Biochrom 
Ficoll-PaqueTMPlus Amersham Pharmacia Biotech 
Formamid (deionisiert) Fluka 
Heringssperma DANN Promega 
Hyaloronidase Merck 
IgG-Sekundärantikörper Jackson Immuno 
Insulin-Transferrin-Selenit Sigma 
Ketamin (Ketavet®, 100mg/ml) Pfizer 




MCDB 201 Sigma 
Natrium-Pyruvat Sigma 
Paraformaldehyd Merck 
PCR purification kit Qiagen 
Penicillin/Streptomycin (100U/ml) Invitrogen 
Pepsin Sigma 
Plexiglasringe (Diffusionskammer) Töller Laserkraft 
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Artikel  Firma  
Taq-Polymerase Invitrogen 
TGFß-1 Miltenyi 





Trypanblau (0,4 %) Sigma 
Trypsin EDTA Biochrom 
Türck’sche Lösung Fluka 
Tubes (10,50 ml) Falcon 
XEM (Toluolersatz) DiaTec 
4.3 Puffer und Lösungen 
Alcianblau-Lösung (pH2,5) 
10g/L Alcianblau in dest. Wasser 5 ml 100% Essigsäure 
Alginatlösung 
15g/L in dest. Wasser 
Alizarinrot-Lösung 
5g/L Alizarinrot S in dest. Wasser 
BaCl2 –Lösung 
33,32g/L  in dest. Wasser 
Blockierungslösung 
1% Blocking reagent (Roche) in DIG-1 Puffer, bei ca. 60oC lösen 
Calciumchlorid-Lösung 0,1% CaCl2 
Denhardt`s 
Ficoll 400 1g, Polyvinylpyrrolidone 1g, BSA 1g, H2O auf 50ml ; sterilfiltrieren 
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DIG-1 Puffer 
Maleinsäure 100mM, NaCl 150mM, pH mit NaOH auf 7.5 einstellen 
DIG-3 Puffer 
Tris-HCl 100mM, NaCl 100mM, MgCl2  50mM ;  pH 9.5 
DIG-NTP Mix 
dATP, dCTP, dGTP je 1mM, dTTP 0.65mM, DIG-dUTP (Roche) 0.35mM  
DIG-Waschpuffer 
DIG-Puffer-1 mit 0.3% Tween 20  
PBS 
8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 1,15 g/L Na2 HPO4, 0,24g/L KH2 PO4, pH 7,4 
4% Paraformaldehyd (PFA) 
40g/L PFA, gelöst in PBS 
Pepsin 
1g in 10ml Bidest  100mg/ml Stock  
1:200 verdünnen in 0,01 N HCl 
SSC 
NaCl 175.3g, Natrium-Citrat 88.2g, H2O auf 1L, pH mit NaOH auf 7.0; autoklavieren 
TBS (Tris-gepufferte Kochsalzlösung pH-7,6) 





2M in Aq. bidest, mit 5N NaOH; pH 8 
Tris-Acetat-Puffer (pH-8,0) 
0,1 M Tris, pH mit Essigsäure einstellen (für Chondroitinaseverdau) 
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Tris-Puffer 50mM (pH-7,6) 
4.4 Kulturmedien 
4.4.1 Expansionsmedium für MSC (Verfaillie-Medium, REYES et al. 2001) 
DMEM high Glucose, supplementiert mit 40 % MCDB 201, ITS-Supplement 
(10 µg/ml Insulin, 10µg/ml Transferrin, 10ng/ml Natriumselenit), 0,02 µM Dexame-
thason, 0,1mM Ascorbinsäure-2-Phosphat, 1% Penicillin/Streptomycin, 10 ng/ml 
EGF (Epithelial Growth Factor) und 10ng/ml PDGF (Platelet derived Growth Factor); 
Medium nach REYES et al., (2001). Hierbei wird das Medium ohne Wachstumsfakto-
ren (EGF und PDGF) angesetzt, steril filtriert und bei -20 °C gelagert. Vor Gebrauch 
wird das Medium im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut, und die Wachstumsfakto-
ren werden zugesetzt. Frisches Medium wurde maximal eine Woche bei 4 °C gela-
gert. 
 
4.4.2 Chondrogenes Medium 
Das chondrogene Medium setzt sich zusammen aus: DMEM High Glucose, supple-
mentiert mit 0,17 mM Ascorbinsäure-2-Phosphat, ITS-Supplement (5 µg/ml Insulin, 
5 µg/ml Transferrin, 5ng/ml Natriumselenit), 0,1 µM Dexamethason, 1 mM Natri-
umpyruvat, 0,35 mM Prolin, 1,25 mg/ml BSA und 1 % Penicillin/Streptomycin. Vor 
Gebrauch des Mediums werden 10 ng/ml TGF-ß1 zugegeben. 
 
4.5 Gewinnung und Verarbeitung der MSC 
4.5.1 Isolation der MSC 
Die in dieser Arbeit verwendeten humanen MSC wurden aus der bei dem Einsetzen 
von Hüft- und Kniegelenkstotalendoprothesen eröffneten Markhöhle der entspre-
chenden Röhrenknochen gewonnen. Nach Zustimmung der Ethikkommision und der 
Patienten wurde das Knochenmark intra operationem aus der Markhöhle entnom-
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men. Insgesamt wurde das Knochenmark von neun Patienten verwand; sie waren im 
Mittel 67,8 Jahre alt. Zum Zwecke der Isolierung von MSC müssen die Zellkompo-
nenten mittels Zentrifugation im Dichtegradienten getrennt werden. Zunächst wurde 
das Knochenmark mit dem doppelten Volumen Phosphat-gepufferter Salzlösung 
(PBS) (bezogen auf die Ausgangsmenge Knochenmark) suspendiert und bei 
1800 rpm 10 min. zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde der Überstand abpipettiert. 
Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Nun wurden die mononukleären Zellen aus 
dem Knochenmark extrahiert. Hierzu wurde eine kommerziell erhältliche Zubereitung 
(Ficoll-PaqueTMPlus) verwendet, auf die das mit PBS gewaschene Knochenmark im 
Verhältnis 1:1 aufgeschichtet wurde. Bei erneuter Zentrifugierung sammeln sich die 
mononukleären Zellen durch den Dichtegradienten als Ring (buffy coat) zwischen 
den beiden entstandenen Phasen, die anderen Zellen (z. B. Erythrozyten) sedimen-




Abb. 6 Ficoll-Dichtegradient li. vor und re. nach Zentrifugation 




R: Erythrozyten und Ficoll-PaqueTMPlus 
W: mononukleäre Zellen mit Stammzellpopulation 
P: Plasma mit Thrombozyten  
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Die mononukleären Zellen wurden mittels einer Pipette abgenommen, mit PBS ver-
dünnt, und die Zellzahl mit einer Neubauer-Zählkammer ermittelt. Die Zellen wurden 
nun in einer Dichte von 500.000 Zellen / cm² in einer Monolayerkultur ausgesät. Als 
Nährmedium wurde Verfaillie-Medium (mit PDGF und EGF als Wachstumsfaktoren in 
einer Konzentration von je 10 ng/ml Medium) verwendet. 
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4.5.2 Expansion und Passagieren der MSC 
Zur Expansion wurden die MSC nach dem Aussäen wöchentlich dreimal mit Expan-
sionsmedium versorgt. Bebrütet wurden die Zellen in Monolayer-Kulturflaschen im 
Brutschrank bei 6 % CO2 und 37 °C. Diese Kulturflaschen gibt es in drei Größen, mit 
25, 75 und 175 cm² Kulturfläche. Wurden die Zellen nun nach der Isolierung aus dem 
KM in einer Dichte von 500.000 Zellen / cm² in die Flaschen ausgelegt, vermehrten 
sich diese durch Zellteilung. Die Zelldichte in der Flasche wurde täglich im Durch-
lichtmikroskop beurteilt. Waren die Zellen zu ca. 80 % konfluent gewachsen, so wur-
den sie nach Waschen mit PBS durch fünfminütige Inkubation bei 37 °C mit 0,05 % 
Trypsin / 0,03 % EDTA vom Flaschenboden gelöst. Diese Reaktion wurde dann 
durch Zugabe von FCS-haltigem Medium gestoppt. Die abgelösten Zellen wurden 
nun durch Zentrifugation bei 1000 rpm (200 x g) für zehn Minuten pelletiert, in fri-
schem Kulturmedium (Verfaillie) resuspendiert und in definierter Dichte wieder in 
Flaschen ausgelegt. Die Zellen wurden grundsätzlich nach der zweiten Passage ge-
erntet. Hierbei zählt die Passage nach dem Aussäen als P0, die nach dem ersten 
bzw. zweiten Splitten entsprechend als P1 und P2. 
 
4.5.3 In vitro Chondrogenese der MSC 
Die chondrogene Differenzierung von MSC erfolgte in vitro in trägerfreien Hochdich-
tekulturen, bei denen sich die Zellen ab Tag zwei zu Sphäroiden zusammenlagern. 
Pro Kultur wurden jeweils 0,5 x 106 Zellen eingesetzt, die in PBS aufgenommen in 
1,5 ml Eppendorfgefäße bei 1000 rpm (200 x g) zehn Minuten zentrifugiert wurden. 
Der Überstand wurde verworfen, das Sediment wurde in chondrogenem Medium re-
suspendiert, auf die gleiche Weise zentrifugiert und in diesem Zustand im 1,5 ml Ep-
pendorfgefäß mit zur Belüftung durchstochenem Deckel kultiviert. Nach ein bis zwei 
Wochen wurden die so entstandenen Hochdichtekulturen in eine 96-Well-Rund-
bodenplatte überführt. Während der Kultivierung im 1,5ml-Gefäß wurden sie dreimal 
wöchentlich mit 500 µl chondrogenem Medium supplementiert, in der 96-Well-
Rundbodenplatte bekamen sie dreimal wöchentlich 200 µl chondrogenes Medium. 




In dieser Arbeit wurden zwei Mausstämme verwendet: Zum einen kam die so ge-
nannte SCID-Maus zum Einsatz, genauer der Stamm CB17/lcr-PrkdcSCID/Crl. Dieser 
Stamm ist aufgrund des Fehlens eines spezifischen Immunsystems immuntolerant 
gegenüber xenogenen Transplantaten. Der zweite Stamm, der verwendet wurde, ist 
eine Labormaus ohne Defekte, die BDF1-Maus. Alle Tiere wurden von Charles-
River/ Deutschland bezogen. Für die Durchführung der Tierversuche liegt eine Ge-
nehmigung des Regierungspräsidiums Karlsruhe unter dem Aktenzeichen AZ: 35-
9185.81/G52/08 vor. 
4.6.2 Haltung und Fütterung 
Die Tiere wurden, je nach Anzahl, in entsprechend großen Makrolon®-Käfigen unter 
kontrollierten, standardisierten Umweltbedingungen gehalten. Gefüttert wurde ad 
libitum ein pelletiertes, im Falle der immunsupprimierten SCID-Mäuse gammabe-
strahltes Haltungsfutter (Alleinfuttermittel). Die Tiere hatten stets freien Zugang zu 
Trinkwasser über Makrolon®-Flaschen. Es wurde gammabestrahltes Standardweich-
holzgranulat für Labortiere (Altromin) als Käfigeinstreu verwendet. Die Raumtempe-
ratur betrug während der gesamten Haltungsdauer 22 °C ± 2 °C bei einer Luftfeuch-
tigkeit von 55 % ± 5 %. Die Beleuchtung erfolgte ausschließlich durch Kunstlicht bei 
< 250 Lux im Raum und < 60 Lux im Käfigbereich in einem kontinuierlichen Tag-
Nachtzyklus mit einer Dunkelphase von zwölf Stunden und einer entsprechenden 
Hellphase von 6:00 bis 18:00 Uhr MEZ. Die Versuchstiere wurden wöchentlich in 
saubere Käfige mit frischer Einstreu umgesetzt und erhielten zweimal wöchentlich 
frische Futterpellets und frisches Trinkwasser. Alle Tiere wurden frühestens nach 
einer Eingewöhnungszeit von einer Woche an die herrschenden Umgebungsbedin-
gungen operiert. Im Anschluss an die Operationen wurde die Gruppe der jeweils  
operierten Tiere fortan einzeln gehalten. Die Tiere wurden nach vier Wochen Stand-
zeit mittels einer CO2-Glocke getötet. 
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Die Haltung und Versuchsabläufe wurden in einem Versuchstierbuch dokumentiert. 
Darin wurden Tierstamm, Geschlecht, Geburtsdatum, Einstellungsdatum, Herkunft, 
Projektzugehörigkeit, Aktenzeichen des genehmigten Tierversuchsvorhabens, Nar-
koseart, Art des Eingriffs, Datum des Eingriffs, Euthanasiemethode und –datum fest-
gehalten. Alle Untersuchungen wurden durch die verantwortliche Regierungsbehörde 
Karlsruhe unter dem Aktenzeichen G52/08 genehmigt und fanden ausschließlich im 
Tier-OP der Orthopädischen Universitätsklinik Heidelberg statt. 
 
4.6.3 Narkose und Analgesie 
Zur Durchführung der Experimente wurden die Tiere mittels intraperitonealer Injekti-
onsnarkose bestehend aus Ketavet® (Wirkstoff: Ketamin, 75 mg/kg KGW, Pfizer, 
Karlsruhe, Deutschland) und Domitor® (Wirkstoff: Medetomidin, 0,2 mg/kg KGW, Pfi-
zer) für eine Dauer von durchschnittlich 45 Minuten narkotisiert. Die Narkosetiefe 
konnte während des gesamten Eingriffs durch Überprüfung der Reflexe anhand des 
Zwischenzehenreflexes und des Lidreflexes überwacht werden. Bei Wiedereinsetzen 
eines Tiefenschmerzreflexes erfolgte eine Narkoseverlängerung durch intraperi-
toneale Verabreichung von Ketavet® (20 mg/kg KGW). Bis zum Aufwachen standen 




4.7.1 Herstellung von MSC-Späroiden in Fibringel 
In allen Konstrukten wurden MSC-Sphäroide in Fibringel verwand. Zur Erstellung 
dieser Sphäroide wurden die Zellen nach dem Trypsinieren mit 1000 rpm (200 x g) 
zentrifugiert (der Überstand wurde verworfen) und in 10 µl Fibrinogen, Verdünnung 
1:20 mit PBS (50 µg Fibrinogen) resuspendiert. Im Falle der nicht zuvor differenzier-
ten Zellen wurden nun 5 µl TGF-ß1 (50ng TGF-ß1) hinzugefügt, dann wurden 10 µl 
Thrombin, Verdünnung 1:50 mit PBS (0,1 I.E. Thrombin) zugegeben, damit das Fib-
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rinogen agglutinierte. Sollten vordifferenzierte Zellpellets verkapselt werden, arbeitete 
man nur mit jeweils 10 µl Fibrinogen/Thrombin (50 µg Fibrinogen/0,1 I.E. Thrombin)  
ohne TGF-ß1. 
Während des Agglutinierungsvorgangs im Eppendorfgefäß wurde nun ein kleines 
Stück chirurgischer Faden in die Fibrinmasse getaucht, das mitverklebt wurde, um 




In der vorliegenden Arbeit kam das Natriumsalz der Alginsäure  aus der Alge der 
Gattung Macrocystis pyrifera zum Einsatz. Es wurde eine 1,5 %ige Lösung aus die-
sem Salz und destilliertem Wasser hergestellt. Im ersten Teil der Arbeit, in dem be-
reits in vitro chondrogen vordifferenzierte Zellen verkapselt wurden, wurden die Zell-
pellets zunächst wie in 4.7.1 beschrieben in Fibrinogen-Thrombin (jeweils 10 µl) ein-
gebettet und mit einem chirurgischen Faden versehen, um sie später genau in der 
Mitte der Alginathülle positionieren zu können. Dies erwies sich als eminent wichtig, 
um eine vollständige Umhüllung der Pellets zu gewährleisten, da diese beim Vertrop-
fen schwerkraftbedingt sonst im Alginattropfen nach unten sanken. Des Weiteren war 
Fibrinogen bei allen Konstrukten nötig, um die Zellen im zweiten Teil der Arbeit mit 
dem benötigten TGF-ß1 zu versorgen, das der Fibrinogenlösung zugemischt wurde. 
Nachdem nun wie in 4.7.1 beschrieben das Pellet in Fibrin/Thrombin hergestellt wur-
de, konnte es am chirurgischen Faden aus dem Eppendorfcup gezogen werden, in 
die Alginatlösung getaucht und dann vorsichtig mit einer Pinzette vom Faden in die 
Bariumchloridlösung gestreift werden. Nach diesem ersten Schritt wurde das ent-
standene Alginatbead wiederum in die Alginatlösung verbracht, aus dieser mit einer 
Blasenspritze (der großen Öffnung wegen) zusammen mit Alginatlösung angesaugt, 
und der Tropfen mit dem Zellpellet darin in die Bariumchloridlösung (10Mm in NaCL) 
vertropft. Das vertropfte Alginatbead verblieb für 10 min zum Quervernetzen in der 
Lösung.  So entstand ein rundes Alginatbead, das eine ausreichend hohe Härte zur 
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Implantation aufwies. Nach dem Herstellen der Konstrukte wurden diese in chondro-
genes Medium (ohne Wachstumsfaktoren) verbracht und im Brutschrank unter Stan-
dardbedingungen gelagert, bis die Maus zur Implantation vorbereitet wurde. Die ma-








Die Verkapselungsmethode mit der Diffusionskammer beinhaltet, genau wie bei der 
Alginatverkapselung und später auch im Dialyseschlauch, eine vorhergehende Ein-
bettung der Zellpellets und Zellen in Fibrinogen/Thrombin. Dies geschah bei allen 
Konstrukten gleich, der Vorgang ist unter 4.7.1 beschrieben. 
 
Material und Methoden 
33 
 
Abb. 8 Schema des Aufbaus der Millipore™ Diffusionskammer 
 
Zuvor wurde auf die Unterseite der Plexiglasringe, die einen Außendurchmesser von 
8 mm und einen Innendurchmesser von 4 mm (bei einer Höhe von 2 mm) haben, 
mittels eines Spezialklebers (Cement for Diffusion Chambers) eine Durapore®-
Membran aufgeklebt. Nun wurden die agglutinierten Fibrinpellets am Faden in die 
Kammer verbracht, wo sie mit einer Pinzette vom Faden gestreift wurden. Nach die-
sem Schritt konnte die zweite Membran auf den Ring geklebt werden. Alle Schritte 
wurden unter sterilen Kautelen an der Zellkultur-Bank durchgeführt. Die einzelnen zu 
verarbeitenden Teile wurden zuvor zur Keimtötung 15 Minuten UV-bestrahlt. 
Die zunächst gewählte, fertig käufliche Diffusionskammer von der Firma Millipore 
erwies sich für unsere Zwecke als zu groß. So stellte sich im Laufe von Vorversu-
chen heraus, dass die im Kit erhältliche Kammer bei den Mäusen (Gewicht zwischen 
16 und 30 Gramm) in 90 % der Fälle auf Grund ihrer Größe Nekrosen verursachte. 
Aus diesem Grund wurde eine kleinere Kammer (mit den oben angegebenen Ma-




Zuallererst wurden ca. 3 cm lange Stücke des Dialyseschlauches von der Rolle ab-
geschnitten. Diese wurden nun zwei Stunden in in Aqua dest. gelöstem 2 molarem 
EDTA gekocht, um die bei der Produktion anfallenden Schwermetalle zu binden. Die 
so behandelten Schlauchstücke werden durch das Kochen außerdem weich, so dass 
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Schläuche mit UV-Licht bestrahlt werden, um sie keimfrei zu machen. Dann wurde 
mit nicht resorbierbarem Faden (Ethilon, metric 3) der Schlauch unter der sterilen 
Zellkultur-Bank an einem Ende mit drei chirurgischen Knoten verschlossen. Die in 
Fibrin eingebetteten Pellets/ Zellen konnten nun in den an einem Ende verschlosse-
nen Schlauch verbracht werden. Hierbei wurden die Fibrinpellets wiederum vom Fa-
den gestreift. Nun konnte der Schlauch auch an seinem anderen Ende mit Faden 
verschlossen werden. 
Im zweiten Teil der Arbeit, in dem statt in vitro vordifferenzierten MSC undifferenzier-
te MSC Verwendung fanden, wurde die Chondro-Gide® Kollagenmembran als Scaf-
fold benutzt. Die Kollagenmembran, mit den undifferenzierten SCs beladen wurde 
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4.8 OP-Methode 
Alle Implantate wurden der Maus in eine subkutane Tasche implantiert. Die Art und 
Weise der Präparation der Tasche, bzw. deren Lokalisation variierte minimal von 
Konstrukt zu Konstrukt, in Abhängigkeit von dessen Größe und Form. So wurde für 
die Kontrollpellets und die Alginatbeads der Schnitt paramedian zur Wirbelsäule ge-
setzt, wobei die erste Tasche kurz hinter dem Schulterblatt auf dem Rippenbogen 
präpariert wurde. Der Schnitt war ungefähr 3-5 mm lang. Der zweite Schnitt wurde 
weiter kaudal ungefähr in Höhe der letzten Rippe gesetzt. So konnten in eine Maus 




                         Abb. 10 Implantation einer Diffusionskammer in eine BDF1-Maus 
 
Die Implantation der Diffusionskammer gestaltete sich aufgrund ihrer Größe schwie-
riger. Hier wurde unilateral nur eine Tasche auf Höhe der letzten Rippe präpariert, 
wobei der Schnitt (ca. 10 – 12 mm) nicht paramedian zur Wirbelsäule, sondern von 
dorsal nach ventral verlaufend gesetzt wurde. Gerade hierbei war es wichtig, die Un-
terhaut recht weit stumpf in beide Richtungen abzupräparieren, um genug Platz für 
die Diffusionskammer und die Naht zu schaffen, da sonst, falls das Gewebe unter zu 
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viel Spannung genäht wurde, eine Nekrose entstand. Die Schnitte für die Dialyse-
schläuche wurden bilateral auf mittlerer Höhe der Flanke gesetzt. 
. 
 
Abb. 11 links:  Kontrolle, Alginat 
mitte:  Diffusionskammer  
rechts:  Dialyseschlauch 
 
Nach Verbringen der Implantate in die Taschen wurden diese mit zwei bis fünf 
Knopfheften mit nicht-resorbierbarem Prolene (5-0, metric 1) verschlossen. 
 
4.9 Histologie 
4.9.1 Fixierung und Einbettung in Paraffin 
Die explantierten Kontrollen, Konstrukte und in vivo Kontrollen, von denen eine histo-
logische Färbung vorgenommen werden sollte, wurden vor dem Einbetten fixiert und 
entwässert. Hierbei wurden die Konstrukte zunächst für zwei Stunden in eine 4 % 
neutral gepufferte Paraformaldehydlösung eingelegt. Nach diesem Schritt wurden die 
Konstrukte jeweils für weitere zwei Stunden in eine in der Konzentration ansteigende 
Alkoholreihe (70 %, 96 %, 99,9 % Isopropanol) verbracht. Nun wurden die Proben für 
zwei Stunden in eine 100%ige Acetonlösung verbracht, danach lagen sie für zwei 
Stunden im flüssigen Paraffin. Dann härteten die Paraffinblöcke mit den sich darin 
befindlichen Proben aus,  um sie danach schneiden zu können. Die Probe wurde in 5 
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µm dicke Schnitte fraktioniert, anschließend auf dem Objektträger im Wärmeschrank 
über Nacht bei 40 °C getrocknet.  
 
4.9.2 Entparaffinierung 
Vor der histologischen bzw. immunhistologischen Färbung wurde der Schnitt entpa-
raffiniert. Hierzu wurde der Schnitt 4 x 10 Minuten in Xylolersatz (XEM) eingelegt. 
Anschließend folgte eine Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe (99,9 %, 
96 %, 70 % Isopropanol), gefolgt von 3 – 5 min in Aqua dest. 
 
4.9.3 Alcianblaufärbung auf Proteoglykan 
Mit der Alcianblaufärbung können Proteoglycane in Geweben angefärbt werden. Sie 
erscheinen im mirkoskopischen Schnittbild blau. 
Nach der Rehydrierung der Schnitte verblieben diese zunächst für 5 min in mit Es-
sigsäure angesäuertem Aqua dest. (pH ca. 2,5). Dann färbten sie für 30 min in einer 
1 % Alcianblaulösung (auch diese ist mit Essigsäure angesäuert, pH 2,5). Es folgte 
ein Waschschritt mit 2x angesäuertem Aqua dest. und einmal mit Aqua dest. Es folg-
te eine Gegenfärbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat für 3 – 5 min. Nach Entwäs-
sern (1 x 96 %, 2 x 99,9 % Isopropanol) wurden die Schnitte viermal für jeweils 5 min 
in XEM aufgehellt und eingedeckt. 
 
4.9.4 Immunhistochemie auf Kollagen Typ II 
Mit der immunhistochemischen Färbung auf Kollagen Typ II kann dieses spezifische 
Strukturprotein in Geweben nachgewiesen werden. Es erscheint im mikroskopischen 
Schnittbild rötlich-pink. 
Nach Entparaffinierung und Entwässerung wurde in einem Schritt der Verdau durch-
geführt, um das entsprechende Protein, in diesem Falle Kollagen Typ II dem Antikör-
per zugänglich zu machen. Dazu wurde das Gewebe erst Hyaluronidase ausgesetzt 
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(2 mg/ml in PBS pH 5,5, 15 min, 37 °C), dann wurde nach einem Waschschritt mit 
PBS ein weiterer Verdau mit Pronase (1 mg/ml in PBS pH 7,4; 30 min bei 37°C) ein-
geleitet. Nach Blockieren mit 5% BSA zur Hintergrund-Reduktion, kam nun der Pri-
märantikörper zum Einsatz. Hierzu wurde der Schnitt über Nacht mit dem Kollagen II 
– spezifischen Antikörper inkubiert (1:1000 Verdünnung des Primärantikörpers α-
human Kollagen Typ II (Klon II-4C11, MP Biomedicals)) in PBS mit 1 % BSA). Da 
später eine Detektion über das Enzym Streptavidin-Biotin-Alkalische Phosphatase (5 
ml 50 mM Tris-Puffer, 45 µl Streptavidin-Lösung und 45 µl biotinylierte Alkalische 
Phophatase Lösung) erfolgen soll , musste ab jetzt mit TBS gewaschen werden. Der 
Waschschritt mit TBS ist dazu da, den überschüssigen Primärantikörper abzuwa-
schen. Danach wurde der Sekundärantikörper aufgebracht (biotinylierter Ziege-anti-
Maus IgG-Sekundärantikörper 1,5mg/ml 1:500 in TBS, Jackson Immuno), der an den 
Streptin-Avidin-Biotin Komplex bindet, der als nächstes aufgetragen wurde. Zuletzt 
wurde mit FastRed (Roche) unter Lichtausschluß gefärbt. Nun wurde mit lauwarmem 
Leitungswasser ca. 10 min. gespült, danach eingedeckt. 
Demnach ergibt sich folgende Kaskade: 
Unkonjugierter Primärantikörper ► Biotinylierter Sekundärantikörper ► Streptavidin-
Biotin-Alkalische Phosphatase ► Substrat (FastRed)  
 
4.9.5 Alizarinrotfärbung auf Kalzium 
Mit der Alizarinrotfärbung kann Kalzium in Geweben angefärbt werden. Es erscheint 
im mikroskopischen Schnittbild rot.  
Nach Rehydrierung der Schnitte wurden diese für 5 min. mit Alizarinrot S-Lösung 
gefärbt. Nach dreimaligem spülen mit Aqua dest. wurde für 20 sek. mit 0,04 % Fast-
Green-Lösung mit 0,2 % Essigsäure gegen gefärbt. Nach erneutem dreimaligem 
Spülen mit Aqua dest. wurde wieder entwässert (1 x 96 %, 2 x 99,9 % Isopropanol). 
Dann wurden die Schnitte viermal für jeweils 5 min in XEM aufgehellt und einge-
deckt. 
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4.9.6 Alu in situ Hybridisierung 
Diese Methode zielte darauf ab, humane Zellen von eventuell in das Implantat ein-
gewanderten Mauszellen zu unterscheiden. Im Rahmen einer so genannten Alu 
(Arthrobacter luteus = Restriktionsenzym) in situ Hybridisierung wird eine repetetive 
Sequenz im Primatengenom nachgewiesen. Hiermit wird sichergestellt, dass es sich 
bei den betrachteten Zellen um humane und nicht etwa Mauszellen handelt.  
Der recht hohe Anteil von ca. 1 x 106 Kopien der Sequenz im haploiden Primatenge-
nom entspricht in etwa einem Anteil von 5 % der gesamten Masse der DNA. Die Me-
thode wurde in Anlehnung an das von SCHORMANN et al. (2008) beschriebene Pro-
tokoll durchgeführt. Die Methode beinhaltet 3 Teilschritte: 
 Herstellung der markierten Nucleotid-Sonde 
 Vorbehandlung der Schnitte 
 Hybridisierung und Detektion 
Die Digoxigenin(DIG)-markierte Sonde dient dazu, mit dem nachzuweisenden DNA-
Fragement zu hybridisieren. Die Hybridisierung geschieht zwischen zwei komple-
mentären DNA-, bzw. DNA- und RNA-Sequenzen. Sie basiert auf dem Prinzip der 
komplementären Basenpaarung. Die Detektion erfolgt mittels Färbung mit Nitroblau-
Tetrazoliumchlorid. Die DIG-markierte Sonde wurde mittels einer Polymeraseketten-
reaktion (PCR) hergestellt. Hierzu wurde ein Gemisch aus 5 µl 10 x PCR-Puffer, 
2,5 µl DIG-dNTPs (je 1 mM dATP,dCTP, dGTP, 0,65 mM dTTP und 0,35 mM DIG-
dUTP), 1,5 µl MgCL2, je 1 µl Alu-Forward(5’ – CGA GGC GGG TGG ATC ATG AGG 
T – 3’)- und Alu-Reverse-Primer (5’ – TTT TTT GAG ACG GAG TCT CGC – 3’) und 
0,75 µl Platinum Taq Polymerase hergestellt. Die Synthese erfolgte nun nach einer 
Inkubation bei 94 °C für 3 min. durch 40 Zyklen 15 sek. 94 °C und 1 min. 61 °C. 
Hiernach wurde das Syntheseprodukt mit dem QIAquick PCR Purification Kit aufge-
reinigt. Die darauf folgende Überprüfung der Hybridisierung wurde mittels DIG Con-
trol Teststrips durchgeführt. 
Die Schnitte wurden, nachdem sie mit PBS gewaschen waren, 10 min. bei Raum-
temperatur in 0,1 M Triethylammoniumchlorid (TEAC) in 0,25 % Essigsäure inkubiert. 
Nach erneutem Waschen in PBS wurden sie mit 50 µl Prähybridisierungslösung für 
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30 min. bei 42 °C vorhybridisiert. Die Prähybridisierungslösung wurde entfernt und 
durch 10 µl Hybridisierungslösung (Prähybridisierungslösung mit 0,2 ng/µl DIG-
markierter Sonde) ersetzt und der Schnitt mit einem Deckglas abgedeckt. Die Dena-
turierung der DNA erfolgte durch Auflegen des Objektträgers zuerst auf einen 95 °C 
heißen Heizblock, dann auf einen 4 °C kalten Aluminiumblock. Anschließend wurde 
über Nacht bei 42 °C im Wärmeschrank hybridisiert.  
Der nun folgende Schritt beinhaltete, dass die Objektträger zweimal für 5 min. in 2 x 
SSC bei Raumtemperatur auf einem Schüttler und zweimal für 10 min. bei 42 °C in 
0,1 x SSC gewaschen wurden.  
Die Schnitte wurden für 1 min. bei Raumtemperatur in DIG-1 Puffer äquilibriert und 
15 min. mit Blockierungslösung bei Raumtemperatur blockiert. Es folgte eine Inkuba-
tion mit 20 µl DIG-AP-Konjugat (1:500 verdünnt in Blockierungslösung) für 1 h bei 
Raumtemperatur. Nach zweimaligem 10-minütigen Waschen in DIG-Waschpuffer 
wurden die Schnitte in DIG-3 Puffer äquilibriert und für 10 min. mit dem 1:50 in DIG-3 
Puffer verdünnten Substrat NBT/BCIP gefärbt. Bei ausreichender Farbintensität wur-
de die Reaktion mit Aqua dest. abgestoppt. 
 
4.9.7 Auswertung der histologischen Schnitte 
Alle Proben, die im Rahmen dieser Arbeit generiert wurden, sind hinsichtlich ihrer 
Eigenschaften bezüglich hyalinen/ hyalinartigen Knorpels histologisch untersucht 
worden. Die beiden Parameter Proteoglykangehalt und Kollagen Typ II-Gehalt wur-
den semiquantitativ mittels einer Alcianblau bzw. einer immunhistologischen Färbung 
beurteilt.  
Des Weiteren wurden die Proben mittels einer Alizarinrotfärbung hinsichtlich ihrer 
Kalzifizierung untersucht, und auch diese Untersuchungen wurden semiquantitativ 
ausgewertet.  
Zur Absicherung, ob es sich bei den untersuchten Zellen tatsächlich um humane, 
und nicht etwa murine Zellen handelt, wurden alle Proben zusätzlich hinsichtlich ih-
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res Gehalts einer primatenspezifischen Gensequenz untersucht, um eine versehent-
liche Untersuchung von Mauszellen auszuschließen. 
Um die Proben semiquantitativ auswerten zu können liegt ein Scoresystem zugrun-
de. Hierbei handelt es sich um einen standardisierten Histologiescore, bei dem die 
Proben mit Werten von eins bis fünf belegt wurden. Der Wert eins steht dabei für null 
Prozent des zu untersuchenden Parameters in der Probe, der Wert fünf für 76 –
 100 %. 
1 ≙ 0 % 
2 ≙ 1 – 25 % 
3 ≙ 26 – 50 % 
4 ≙ 51 – 75 % 
5 ≙ 76 – 100 % 
Alle Schnitte wurden nach diesem Schema doppelt blind  bewertet. 
 
4.9.8  Statistische Analyse 
Die statistischen Analysen wurden mit dem Programm SPSS 14 (Statistical Package 
for the Social Sciences) durchgeführt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen 
wurden mit Microsoft Excel bestimmt. Die statistischen Unterschiede wurden mittels 
des Mann-Whitney-U Tests für gepaarte Proben mit Normalverteilung berechnet. 




5.1 Konstrukte aus vordifferenzierten hBMSC 
5.1.1 Proteoglycangehalt  
Im ersten Teil der Studie ging es darum, verschiedene Verkapselungsmethoden hin-
sichtlich ihrer Chondroprotektivität zu untersuchen. Dazu wurden chondrogen vordif-
ferenzierte Stammzellen aus der Hochdichtkultur verkapselt sowohl in immundefizi-
ente SCID-, als auch in voll immunkompetente BDF1-Mäuse implantiert und die Ex-
plantate nach 4 Wochen histologisch beurteilt. Zur Untersuchung der Knorpelbildung 
wurde eine Alcianblaufärbung durchgeführt, bei der Proteoglykane nachgewiesen 
werden. Bei dieser Färbemethode erscheinen alle Proteoglykane in dem gefärbten 
Schnitt blau. Von allen drei durchgeführten Verkapselungsmethoden sowie von den 
mitimplantierten unverkapselten Kontrollen wurden die Alcianfärbungen nach dem 
beschriebenen Scoresystem bewertet. 
 
 
Abb. 12 Kontrollen der 4 Wochen lang in vitro chondrogen induzierten 
Sphäroide aus hBMSC der drei Knochenmarkspender A, B und 
C. (Proteoglycananfärbung mit Alcianblau)  
 
 
In Abbildung 12 lässt sich anhand der Blaufärbung der histologischen Schnitte er-
kennen, dass die MSC aller drei Spender in vitro in der Lage waren, Proteoglycan zu 
bilden. 




Abb. 13  Histologischer Vergleich von chondrogen vordifferenzierten humanen MSC Konstruk-
ten 4 Wochen nach ektoper Implantation unter verschiedenen Immunisolationsmetho-




Abb. 14  Histologischer Vergleich von chondrogen vordifferenzierten humanen MSC Konstruk-
ten 4 Wochen nach ektoper Implantation unter verschiedenen Immunisolationsmetho-
















   


















Abb. 15 Histologischer Vergleich von chondrogen vordifferenzierten humanen MSC Konstruk-
ten 4 Wochen nach ektoper Implantation unter verschiedenen Immunisolationsmetho-
den. Nachweis von Proteoglycan mittels Alcianblaufärbung; (* keine Daten aus Spen-
der C bei der BDF1-Maus aus dem Dialyseschlauch, da die Mäuse sich die Schläuche 
herausgebissen haben.); Spender C 
 
Die in vivo Kontrollen in der SCID-Maus zeigen eine deutliche Proteoglycanbildung. 
Der Scorewert der in vivo Kontrollen liegt bei der SCID-Maus bei 3,33 (Standard De-
viation (SD) 1,21).  Die in vivo Kontrolle aus der SCID-Maus liegt in der Score-
Bewertung unter der Bewertung für Alginatverkapselung und Dialyseschlauchver-
kapselung. Die alginatverkapselten Konstrukte hatten im Mittel die höchsten Score-
Bewertungen, gefolgt von den Dialyseschlauchverkapselten. Die Diffusionskammer 
(DK) zeigte grundsätzlich überhaupt keinen Proteoglycangehalt. Der direkte Ver-
gleich in der SCID-Maus zwischen Kontroll-Scorewert (3,33 (SD 1,21)) und Alginat-
Scorewert (4,88 (SD 0,35)) ist statistisch signifikant (p = 0,003). Ebenso statistisch 
signifikant ist der Vergleich SCID-Alginat (4,88 (SD 0,35)) zu SCID-Diffusionskammer 
(1 (SD 0)) (p = 0,0001), sowie SCID-Dialyseschlauch (3,89 (SD 1,69))  zu SCID-
Diffusionskammer (1 (SD 0)) (p = 0,002). Diese Ergebnisse sind graphisch in Abbil-
dung 16 dargestellt. 
Die unverkapselten Kontrollen in der BDF1-Maus zeigten deutliche Proteoglycange-
halte (Scorewert 3,2 (SD 1,64)). Auch in der BDF1-Maus schnitten sowohl alginat-
  
 

















verkapselte Konstrukte, als auch Dialyseschlauchverkapselte hinsichtlich ihrer 
Scorebewertung in Bezug auf den Proteoglycangehalt signifikant besser ab, als die 
Diffusionskammer (BDF1 Alginat > DC: p = 0,003, BDF1 Dialyseschlauch > DC: p = 
0,003) Auch die Kontrolle lag im Mittel in der Scorebewertung immer unter diesen 
beiden Konstrukten. Der gemittelte Score der Kontrolle lag bei 3,2 (SD 1,64), der 
Score für das Alginatbead bei 3,75 (SD 1,75), die Pellets im Dialyseschlauch lagen 
im Mittel bei 3,4 (SD 2,19) und die der Diffusionskammer bei 1 (SD 0). Diese Ergeb-
nisse sind graphisch in Abb.16 dargestellt. 
 
 
Abb. 16  Proteoglycangehalt der in vivo vordifferenzierten und 4 Wochen im ektopen 
Mausmodell (SCID und BDF1) verkapselten Sphäroide aus 3 Spendern 
 
Bezogen auf die Score-Bewertung der Alcianfärbung  ließ die immundefiziente Maus 
in allen Konstrukten geringfügig höhere Score-Werte zu als die Immunkompetente. 
Diese Unterschiede sind in keinem Fall statistisch relevant. Durch Färbungen direkt 
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Proben komplett chondrogen differenziert sind, d. h. in der Alcianblaufärbung ein 
bläuliches Pellet darstellen (Abb. 12). 
Aus einem Spender (Spender C) konnten keine Proben aus dem Dialyseschlauch in 
der BDF1-Maus gewonnen werden, weil sich die Mäuse den Schlauch post op ent-
fernt hat.  
 
 
5.1.2 Kollagen Typ II – Färbung 
Analog zu der semiquantitativen Bestimmung des Proteoglycangehaltes in den vor-
differenzierten und implantierten Konstrukten wurde auch eine semiquantitative Ana-




Abb. 17 Kontrollen der 4 Wochen lang in vitro chondrogen induzier-
ten Sphäroide aus hBMSC der drei Knochenmarkspender A, 
B und C. (Immunhistologie Kollagen Typ II)  
 
Aus allen Spendern konnten positive in vitro Kontrollen gewonnen werden. Das Kno-
chenmark aller drei Spender ist in der Lage, Kollagen Typ II zu exprimieren (Abb. 
17).  




Abb. 18 Vergleich von chondrogen vordifferenzierten humanen MSC Konstrukten 4 Wochen 
nach ektoper Implantation unter verschiedenen Immunisolationsmethoden. Nach-




Abb. 19  Vergleich von chondrogen vordifferenzierten humanen MSC Konstrukten 4 Wochen 
nach ektoper Implantation unter verschiedenen Immunisolationsmethoden. Nachweis 
von Kollagen Typ II mittels immunhistologischer Färbung; Spender B 
 
  





































Abb. 20  Vergleich von chondrogen vordifferenzierten humanen MSC Konstrukten 4 Wochen 
nach ektoper Implantation unter verschiedenen Immunisolationsmethoden. Nachweis 
von Kollagen Typ II mittels immunhistologischer Färbung; Spender C (* keine Daten 
aus Spender C bei der BDF1-Maus aus dem Dialyseschlauch, da die Mäuse sich die 
Schläuche herausgebissen haben.) 
 
 
Die in vivo Kontrollpellets in der SCID-Maus zeigen einen mäßigen Anteil an Kol-
lagen Typ II nach Explantation. Der Scorewert für die SCID-Kontrollpellets liegt bei 
2,33 (SD 1,37). Die Alginatbeads werden in der SCID-Maus mit einem Scorewert von 
4,29 (SD 0,49) bewertet, die Diffusionskammer liegt bei 1,67 (SD 0,52), der Dialyse-
schlauch bei 3,88 (SD 0,35). Alginatbeads (p = 0,002) und Dialyseschlauch (p = 
0,001) werden in der SCID-Maus signifikant besser bewertet als die Diffusionskam-
mer. Beide Konstrukte werden, statistisch nicht signifikant, besser bewertet als die 
Kontrolle. Diese Ergebnisse werden graphisch in Abbildung 21 wiedergegeben.  
Im BDF1-Modell wurden die Kontrollpellets im Mittel mit einem Scorewert von 3,2 
(SD 1,37) bewertet. Die Pellets aus dem Alginatbead wurden mit einem Score von 
4,33 (SD 1,63) bewertet. Die Pellets aus dem Dialyseschlauch wurden mit einer 
Scorebewertung von 2,8 (SD 1,64) belegt. Die Pellets aus der Diffusionskammer lie-
 
 

















gen mit einem Mittel von 1,33 (SD 0,58) deutlich darunter. Diese Zahlen sind gra-
phisch in Abbildung 21 wiedergegeben.  
Die Alginatbeads werden in der BDF1-Maus signifikant besser bewertet als die Diffu-
sionskammer (p = 0,043). Die Kontrolle wurde geringfügig besser bewertet als der 
Dialyseschlauch, beide haben jedoch deutlich Kollagen Typ-II gebildet. 
Ähnlich wie bei der Untersuchung auf den Proteoglycangehalt folgen die Konstrukte 
in beiden Mausgattungen einem ähnlich Trend: Auch hier schneidet die Diffusions-
kammer von allen Konstrukten (inklusive Kontrollgruppe) am schlechtesten ab; sie ist 
kaum in der Lage den hyalinen Phänotyp zu schützen. In beiden Mausgattungen 
schneidet Alginat, statistisch nicht relevant, am besten ab.  
Aus einem Spender (Spender C) konnten keine Proben aus dem Dialyseschlauch in 
der BDF1-Maus gewonnen werden, weil sich die Mäuse den Schlauch post op ent-
fernt hatten.  
 
 
Abb. 21 Kollagen Typ-2-Gehalt der in vivo vordifferenzierten und 4 Wochen im ektopen Maus-
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Bei der Beurteilung der Kalzifizierung der Konstrukte aus der SCID-Maus mittels Ali-
zarinfärbung liegen die gemittelten Scorewerte für die in vivo Kontrollen bei 4,17 (SD 
0,98). Für die in Alginat verkapselten Pellets wird ein gemittelter Score von 2,63 (SD 
0,92) ermittelt. Für die im Dialyseschlauch verkapselten Konstrukte ergibt sich eine 
Scorebewertung von 1,67 (SD 1,12); die Konstrukte aus der Diffusionkammer liegen 
bei einem Wert von 1,63 (SD 1,19). 
In der BDF1-Maus werden die in vivo Kontrollen im Mittel mit 2,17 (SD 1,6) bewertet. 
Die mit Alginat verkapselten differenzierten Pellets werden im Mittel mit 1 (SD 0) be-
wertet. Die Scorebewertung von im Dialyseschlauch verkapselten Pellets liegt bei 1,6 
(SD 1,34); für die Diffusionskammer liegt sie bei 1,71 (SD 0,95). 
Der Vergleich innerhalb der Gruppen zeigt statistisch signifikante Unterschiede auf: 
So produzieren in der SCID-Maus sowohl die mit Alginat verkapselten Zellen, als 
auch das Konstrukt aus dem Dialyseschlauch signifikant weniger Verkalkungen als 
die Kontrolle (Alginat p = 0,018, Dialyseschlauch 0,004). Auch Konstrukte aus der 
Diffusionskammer kalzifizierten signifikant weniger als die Kontrolle (p = 0,005). 
In der BDF1-Maus kalzifizierten die Knorpelpellets im Alginat signifikant weniger als 
die Kontrolle (p = 0,031). Sie kalzifizierten auch signifikant weniger als die Pellets aus 




Abb. 22  Vergleich von chondrogen vordifferenzierten humanen MSC Konstrukten 4 Wochen 
nach ektoper Implantation unter verschiedenen Immunisolationsmethoden. Nachweis 
von Kalzifikationen mittels Alizarinfärbung; Spender A 
 
 
Abb. 23  Vergleich von chondrogen vordifferenzierten humanen MSC Konstrukten 4 Wochen 
nach ektoper Implantation unter verschiedenen Immunisolationsmethoden. Nachweis 
von Kalzifikationen mittels Alizarinfärbung; Spender B 
 
 

































Abb. 24  Vergleich von chondrogen vordifferenzierten humanen MSC Konstrukten 4 Wochen 
nach ektoper Implantation unter verschiedenen Immunisolationsmethoden. Nachweis 
von Kalzifikationen mittels Alizarinfärbung; Spender C (* keine Daten aus Spender C 


























Abb. 25 in vivo Kalzifikationsverhalten der vordifferenzierten Konstrukte und Kontrollen in der 
SCID-Maus (Alizarinrotfärbung) aus drei Spendern 
 
Auch beim Vergleich der Mausgattungen untereinander ergaben sich statistisch sig-
nifikante Unterschiede: so mineralisierten die in vivo Kontrollen aus der BDF1-Maus 
signifikant weniger als die der SCID-Maus (p=0,039). Bei dem Vergleich alginatver-
kapselter Sphäroide kalzifizierten diese in der SCID-Maus statistisch signifikant (p = 
0,001)  2,63-mal so oft wie in der BDF1-Maus. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 
26 bis 28 graphisch dargestellt.  
Aus einem Spender (Spender C) konnten keine Proben aus dem Dialyseschlauch in 
der BDF1-Maus gewonnen werden, weil sich die Mäuse den Schlauch post op ent-




























Abb. 26 in vivo Kalzifikationsverhalten der vordifferenzierten Konstrukte und Kontrollen in der 




Abb. 27 Vergleich des Kalzifikationsverhaltens der vordifferenzierten in-vivo 































Kontrolle SCID n=6 






Abb. 28 Vergleich des Kalzifikationsverhaltens der vordifferenzierten, alginat-
verkapselten Sphäroide in der SCID- und BDF1-Maus (Alizarinrotfär-
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5.1.4 Alu in situ Hybridisierung 
Abbildung 29 zeigt exemplarisch die Alu in situ Hybridsierung einer in vivo Kontrolle. 
eine solche Färbung gezeigt. Alle dunkel angefärbten Zellkerne (grüner Pfeil) enthal-
ten primatenspezifische DNA.  
 
 
Abb. 29  Alu in situ Hybridisierung einer in vivo Kontrolle (der Pfeil zeigt auf den spezifisch ge-




5.2 Konstrukte aus undifferenzierten hBMSC 
Im zweiten Teil der Arbeit wurden undifferenzierte hBMSC mit den zuvor etablierten 
Verkapselungsmethoden implantiert. Um die Stammzellen in vivo zur chondrogenen 
Differenzierung im Fibringel anzuregen, wurden 50 ng TGF-ß1 substituiert.  
Zunächst wurden alle drei Konstrukte sowie eine Kontrolle an MSC eines Knochen-
markspenders in der BDF1-Maus getestet. Erwartungsgemäß wurden alle Kontrollen 
restlos abgebaut. Weder im Dialyseschlauch, noch in der Diffusionskammer konnte 
eine gewebeartige bzw. knorpelige Struktur nachgewiesen werden, vielmehr befand 
sich sowohl im Dialyseschlauch als auch in der Diffusionskammer gelbliches Exsu-
dat. Einzig die Alginatbeads ließen sich erfolgreich in kompletter physischer Integrität 
explantieren. Aufgrund dieser Erfahrungen wurden Knochenmarkstammzellen von 
zwei weiteren Spendern gewonnen, die dann mit jeweils 50 ng TGF-ß1 in Alginat 
verkapselt und transplantiert wurden.  
Die Entscheidung, die BDF1-Maus als Tiermodell zu wählen fiel, weil die BDF1-Maus 
bei den Versuchen mit den differenzierten Stammzellen weniger bzw. gar keine Ver-
kalkungen produziert hat. 
Insgesamt wurden also Zellen von drei Knochenmarkspendern in Alginat in BDF1-
Mäuse implantiert. Pro Spender wurden 6 Alginatbeads (à 0,5 Mio. Zellen) implan-
tiert. Von insgesamt 18 Proben aus drei Spendern konnte bei einer Probe Chondro-
genese nachgewiesen werden (Abbildung 30 - 34). 
Um das zweite in den vorherigen Versuchen als erfolgreich eruierte System, den Dia-
lyseschlauch, ergänzend zu testen, wurde der Versuchsaufbau weiter verändert: Da 
sich der Dialyseschlauch in der Maus zusammendrückte und verhärtete, komprimier-
te er offensichtlich das Fibrinpellet, in dem sich die undifferenzierten Stammzellen 
befanden. Dadurch ging die Dreidimensionalität des Konstruktes verloren. Um die-
sem Problem zu begegnen, wurde zum einen ein unverdünntes Fibrin/Thrombin-
Gemisch getestet, das höhere mechanische Stabilität versprach. Zum anderen wur-
den die Stammzellen zusammen mit dem Wachstumsfaktor auf eine Kollagenmemb-
ran aus porciner intestinaler Submucosa aufgebracht. Diese Kollagenmembran be-




Abb. 30 Alcianblaufärbung von nicht in vitro vordifferenzierten, 
in vivo differenzierten hBMSC in Alginat in der BDF1-




Abb. 31 Immunhistologie Kollagen Typ II - Färbung von nicht 
in vitro vordifferenzierten, in vivo differenzierten 






Abb. 32 Alizarinrotfärbung von nicht in vitro vordifferenzierten, 
in vivo differenzierten hBMSC in Alginat in der BDF1-




Abb. 33 Alu in situ Hybridisierung von nicht in vitro vordiffe-
renzierten, in vivo differenzierten hBMSC in Alginat 
in der  BDF1-Maus (grüner Pfeil markiert humanen 
Zellkern) (Spender D) 
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Wie bereits berichtet war in den Versuchen mit den in vitro vordifferenzierten 
Stammzellen aufgefallen, dass es bei den immunkompetenten Mäusen mit dem Dia-
lyseschlauch zu Problemen kam. Der Schlauch wurde in vivo relativ hart, was in ei-
nem immunkompetenten Organismus durch die lokale Reizung zu einer Inflammati-
onsreaktion führen kann. Im Gegensatz dazu tolerierten die SCID-Mäusen den 
Schlauch sehr gut, während ein Teil der BDF1-Mäuse sich den Dialyseschlauch nach 
einiger Zeit post op selbstständig entfernten.  
Aus diesem Grund wurde das Folgeexperiment mit dem Dialyseschlauch in der im-
mundefizienten SCID-Maus durchgeführt.  
Auch hierzu wurde wieder Knochenmark von drei Spendern aufbereitet, diesmal auf 
eine Geistlich-Kollagen-Membran aufgebracht, mit dem TGF-ß-Bolus versehen und 
im Dialyseschlauch in die SCID-Maus implantiert. Analog dazu wurden in vivo Kon-
trollen im Schlauch ohne Membran, sowie unverkapselte Kontrollen mitimplantiert 
Bei den Zellen von Spender G konnte in der positiv-in-vitro Kontrolle hyaliner Knorpel 
nachgewiesen werden (Abbildung 35). Eine in vivo Differenzierung hingegen konnte 
nicht nachgewiesen werden (Abbildung 36).  
Bei den Spendern H und I konnte nur bedingt eine positive in vitro Kontrolle produ-
ziert werden (Abbildung 37, 38 und 40, 41). Die in vivo Differenzierung in Richtung 
hyalinem Knorpel hingegen ist hier geglückt (Abbildung 39 und 42). 
Von zwei der drei Spender (Spender H und I) konnten die Zellen auf der Geistlich-
Membran erfolgreich in vivo zur Chondrogenese gebracht werden (Abbildung 39 - 
42). Das unverdünnte Fibrin/ Thrombin-Gemisch allein hat dagegen nicht den er-
wünschten Erfolg gebracht: Genauso wie bei dem verdünnten Fibrin/ Thrombin wur-
de das Pellet in vivo im Dialyseschlauch zusammengedrückt, so dass eine Differen-





Abb. 34  Alcianblau- und Kollagen Typ II-Färbung der in vitro Kontrolle eines der KM-Spender 
(Spender G), deren chondrogenes Medium mit TGF-ß1 substituiert wurde und die 




Abb. 35  Alcianblau- und Kollagen Typ II – Färbung der in vitro Kontrolle von Spender G, die 
chondrogenes Medium ohne TGF-ß1 Substitution im Medium erhalten hat. TGF-ß1 





Abb. 36  hBMSC von Spender G auf Kollagen-Membran im Dialyseschlauch aus der SCID-
Maus (Alcianfärbung/Alizarinfärbung/Immunhistologie Kollagen Typ II); TGF-ß1 





Abb. 37 Alcianblau- und Kollagen Typ II-Färbung der in vitro Kontrolle eines der KM-Spender 
(Spender H), die mit chondrogenem Medium inkl. TGF-ß1-Substitution behandelt wur-
de und TGF-ß1 nicht als Bolus im Fibrin/Thrombin Kleber erhalten hat. 
 
 




Abb. 38 Alcianblau- und Kollagen Typ II – Färbung der in vitro Kontrolle von Spender H, die 
chondrogenes Medium ohne TGF-ß1 Substitution erhalten hat. TGF-ß1 wurde als 






Abb. 39  hBMSC von Spender H auf Kollagen-Membran im Dialyseschlauch aus der SCID-
Maus (Alcianfärbung/Alizarinfärbung/Immunhistologie Kollagen Typ II); TGF-ß1 wurde 
als 50ng Bolus in den Fibrin/Thrombin Kleber gemischt. 
 




Abb. 40  Alcianblau- und Kollagen Typ II-Färbung der in vitro Kontrolle eines der KM-Spender 
(Spender I), deren chondrogenes Medium mit TGF-ß1 substituiert wurde und die TGF-
ß1 nicht als Bolus im Fibrin/Thrombin Kleber erhalten hat. 
 
 
Abb. 41  Alcianblau- und Kollagen Typ II – Färbung der in vitro Kontrolle von Spender I, die 
chondrogenes Medium ohne TGF-ß1 Substitution erhalten hat. TGF-ß1 wurde als 







Abb. 42  hBMSC von Spender I auf Kollagen-Membran im Dialyseschlauch aus der SCID-Maus 
(Alcianfärbung/Alizarinfärbung/Immunhistologie Kollagen Typ II); TGF-ß1 wurde als 
50ng Bolus in den Fibrin/Thrombin Kleber gemischt. 
 
 
Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass es unter Substitution von TGFß-1 
sowohl in Alginat, als auch im Dialyseschlauch auf der Geistlich-Membran möglich 
ist, humane mesenchymale Stammzellen in vivo ektop in der Maus unter Zuhilfen-
ahme eines TGFß-1 Bolus chondrogen zu differenzieren. Im Experiment war die 
Chondrogenese teilweise in vivo erfolgreicher als in vitro. 




6.1 Diskussion der Methoden 
In der vorliegenden Arbeit sollte geklärt werden, ob die große in vivo Instabilität und 
hohe in vivo Kalzifizierungsrate von unverkapselten,  chondrogen vordifferenzierten 
MSC-Sphäroiden durchblutungsbedingt sind, bzw. ob sie durch die Invasion von 
Mauszellen beeinflusst sind, und daher im Knorpeldefekt von geringerer Relevanz 
sein könnten. Weiterhin galt zu untersuchen, ob die zuvor gemachte Beobachtung, 
dass undifferenzierte hMSC, die unverkapselt in der SCID-Maus unter TGF-ß-Einfluß 
keinen Knorpel bilden, Mauszellen geschuldet ist, die möglicherweise das TGF-ß 
abbauen. 
Im Gegensatz zu früheren Ansätzen wurde in diese Arbeit eine immunkompetente 
Maus (BDF1) miteinbezogen, um die Rolle der Immunzellen hinsichtlich der Erhal-
tung, bzw. Bildung des hyalinen Phänotypes besser zu verstehen. 
Desweiteren sollte grundsätzlich an einem ektopen in vivo Modell geforscht werden, 
das eine Funktionsabfrage von MSC hinsichtlich ihrer Knorpeldifferenzierungsfähig-
keit ermöglicht. 
Dazu wurden drei verschiedene Verkapselungsmethoden hinsichtlich ihrer Eignung 
zur Immunisolation von xenogenen Stammzell-Implantaten in der SCID- und BDF1-
Maus untersuchen. 
Im zweiten Teil der Arbeit wurden die beiden viel versprechendsten Kombinationen 
aus Verkapselungsmethode und Mausmodell (Alginatbeads in der BDF1-Maus und 
Dialyseschlauch in der SCID-Maus) auf ihre Eignung zur in vivo Differenzierung xe-
nogener hBMSC Implantate hin untersucht. 
 
6.1.1 Tiermodell 
Bei der Wahl des Tiermodells fiel diese zum einen auf die immundefiziente SCID-
Maus und zum anderen auf die BDF-1 Maus. Die SCID-Maus wird weltweit oft be-
nutzt wenn ein Tiermodell gefordert ist, das einerseits den schnellen Stoffwechsel 
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eines Kleinnagers erfordert, andererseits mit einem Versuchsaufbau kompatibel ist, 
bei dem möglichst keine Interferenzen mit einem bestehenden Wirtsimmunsystem 
auftreten dürfen (BERNARD et al., 2008, MEYERROSE et al., 2003). In Bezug auf 
die Erforschung des Verhaltens xenogener, chondrogen vordifferenzierter hBMSC-
Transplantate wurde die SCID-Maus im Labor bereits erfolgreich verwendet, uner-
wünschterweise kam es jedoch zu kalzifizierenden Transplantaten (DICKHUT et. al, 
2008). Die verwendeten SCID-Mäuse von Charles River besitzen zwar keine B- und 
T-Lymphozyten, sehr wohl verfügen sie aber über eine angeborene Immunabwehr 
(TAKEUCHI et al., 2008), bestehend aus beispielsweise Makrophagen, neutrophilen 
Granulozyten und vor allem NK-Zellen (MEYERROSE et al., 2003). Legt man dieses 
Wissen zugrunde, ist unsere Beobachtung, dass nicht nur die immunkompetenten 
BDF1-Mäuse, sondern auch die immundefizienten SCID-Mäuse die undifferenzierten 
Stammzellen der Kontrollgruppe vollständig resorbierten, erklärbar. Auch MEYER-
ROSE et al. beschreiben 2003 dieses Phänomen. Sie postulieren, dass SCID-Mäuse 
für die Implantation fester Gewebe xenogener Herkunft durchaus geeignet seien, 
implantierte/eingespritzte Zellsuspensionen hingegen rasch resorbiert werden. Diese 
Tatsache nimmt dem SCID-Mausmodell einiges an Attraktivität, gerade wenn man 
zusätzlich die hohen Kosten (Tiere, Haltungskosten), sowie den deutlich erhöhten 
Haltungsaufwand betrachtet. Auch nude-Mäuse, deren fehlender Thymus in fehlen-
den T-Lymphozyten resultiert, verfügen neben B-Lymphozyten über NK-Zellen, die 
einzelne Zellen resorbieren können. 
Die BDF1-Maus musste für diesen Versuchsaufbau, abgesehen von ihrem intakten 
Immunsystem, keinen besonderen Anforderungen gerecht werden. Ihr wenig ag-
gressiver Charakter spricht für die Verwendung dieser Linie. Aus diesem Grund wur-
de die BDF1-Maus als zweites Tiermodell ausgewählt. 
 
6.1.2 Verkapselungsmethoden 
Um die humanen Zellen vor einwandernden Mauszellen aller Art (Endothelzellen, 
Fibroblasten, Immunzellen) beider Mauslinien zu schützen, wurden sowohl die vordif-
ferenzierten, als auch die undifferenzierten hBMSCs verkapselt. Hierzu wurden drei 
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Systeme benutzt, die Verkapselung in Alginat, im Dialyseschlauch und in der Diffusi-
onskammer. 
Die Verkapselung von Zellen in Alginat zwecks Immunprotektion ist in mannigfaltigen 
Feldern der Medizin seit Anfang der neunziger Jahre etabliert (MAZAHERI et al., 
1991, ZIMMERMANN et al., 2007). Alginat verfügt über eine herausragende Bio-
kompatibilität und eine ausreichende Implantationsfestigkeit  (NUNAMAKER et al., 
2007). Selbst bei nichtmaschineller Herstellung der Alginatbeads ließen die Erfolge in 
Vorversuchen erkennen, dass diese Technologie für die in der vorliegenden Arbeit zu 
lösenden Probleme prädestiniert war. Bis auf wenige Ausnahmen waren die Explan-
tate der Alginatbeads in einem sehr guten Zustand; ihre strukturelle Integrität wurde 
über die gesamte Verweildauer in vivo gewahrt. 
Der Dialyseschlauch zur Verkapselung von Zellen zur ektopen Transplantation wurde 
so in der Literatur noch nicht beschrieben; diese Verkapslungsmethode wurde in die-
ser Arbeit erfolgreich etabliert. Die grundsätzliche Eignung zur Immunprotektion ist 
auf die Porengröße des Schlauches (2,5 nm) zurückzuführen, die keine Immunglobu-
line passieren lässt. Des Weiteren spricht die gute Biokompatibilität von Cellulosees-
ter (PAL et al., 2006) für einen Einsatz eines Implantats aus eben diesem Material. 
Die Nachteile des Dialyseschlauches ergeben sich, wenn man die Explantate be-
trachtet: trotz guter Biokompatibilität härtet der Schlauch in vivo aus. Betrachtet man 
nun die verarbeitungsbedingt entstehende zylindrische Form, entsteht mit der Zeit 
ein störender Fremdkörper, der im immunkompetenten Tier nicht selten zu einer In-
flammationsreaktion führte. Als Folge dieser lokalen Entzündung haben sich ein Teil 
der immunkompetenten BDF1-Mäuse die Implantate selbständig entfernt. Diese 
Probleme traten bei den SCID-Mäusen so nicht auf, wahrscheinlich auf Grund des 
fehlenden T-und B-Zell gestützten Immunsystems.  
Ein weiterer Nachteil des Schlauches ist, dass er in vivo eine Art kapillären Spalt bil-
dete: In vivo legte sich das Material derart aneinander, dass jeglicher weiche Inhalt 
flach gedrückt wurde. Dies spielte im ersten Teil der Arbeit keine Rolle, da die vordif-
ferenzierten Stammzellen in der Hochdichtekultur bereits vor der Implantation einen 
festen, knorpeligen Gewebeersatz entwickelten. Als im zweiten Teil der Arbeit 
Stammzellsuspensionen im Fibrinkleber in den Schlauch verbracht wurden, wurde 
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deren Integrität zerstört. Abhilfe konnte die Kollagenmembran schaffen, die den Zel-
len ein Form gebendes Gerüst bot. 
Die Diffusionskammer wurde vor allem für die intraperitoneale Implantation beschrie-
ben (ANDERSON et al., 1983, NISHIMURA et al., 1985). Die ektope Implantation in 
die Maus in Bezug auf Chondrogenese haben ROONEY et al. (1993) beschrieben. 
Für uns war die Diffusionskammer im Wesentlichen interessant, weil sie den Zellen 
bei völliger Immunabschirmung auch mechanischen Schutz bot. Das Problem, das 
sich in der vorliegenden Arbeit ergeben hat bestand darin, dass die kommerziell er-
hältliche Diffusionskammer für eine subkutane Implantation in eine Maus zu groß 
war. Deshalb wurde eine gegenüber der  kommerziell erhältlichen um fast die Hälfte 
verkleinerte Kammer konzipiert (Ø 14 mm vs. Ø 8 mm). Diese verkleinerte Kammer 
bewirkte, verglichen mit der Großen, in viel geringerem Maße Nekrotisierungen an 
den bedeckenden Hautarealen, war aber immer noch nicht komplikationslos einsetz-
bar, da die Vitalität der Zellpellets nach wie vor beeinträchtigt war. 
 
6.2 Diskussion der Ergebnisse 
6.2.1 Konstruke aus chondrogen vordifferenzierten h BMSC 
Erster Gegenstand der Untersuchung bei der Betrachtung chondrogen vordifferen-
zierter hBMSC nach Explantation war der Erhalt des knorpeligen Zustandes des 
Tissue Engineering Konstrukts. Es stellte sich heraus, dass die Diffusionskammer für 
den Erhalt eines knorpeligen Phänotyps in vivo in der Form, wie sie in der vorliegen-
den Arbeit angestrebt wurde, gänzlich ungeeignet war. Die anhand der in vitro Kon-
trollen nachgewiesene chondrogene Differenzierung (Abbildung 14; 20) konnte in 
vivo durch die Diffusionskammer nicht aufrechterhalten werden. Sowohl in der SCID-
, als auch in der BDF1-Maus verloren die Pellets in der Diffusionskammer beinahe 
ausnahmslos ihren knorpeligen Phänotyp. Da die Kammer zum Zeitpunkt der Ex-
plantation immer integer erschien, scheint eine Invasion von z. B. Makrophagen oder 
NK-Zellen als Erklärung für diese Beobachtung auszuscheiden. Möglicherweise war 
bei einer subkutan implantierten Diffusionskammer auf Grund der Nekrotisierung be-
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deckender Hautareale keine ausreichende Nährstoff und/oder Gas Diffusion zur Er-
nährung der Konstrukte mehr gegeben. Die unterversorgten oder gar absterbenden 
Zellen bauen interessanterweise die zuvor in vitro aufgebaute Matrix aktiv wieder ab 
und hinterliessen kein knorpeliges Konstrukt mit abgestorbenen Zellen. Alternativ 
zerfiel die Extrazellulärmatrix autolytisch mit dem Verlust der Vitalität darin enthalte-
ner Zellen. 
Im Gegensatz dazu war der knorpelige Phänotyp in mit Alginat verkapselten Pellets 
sehr gut erhalten: Sowohl in der immundefizienten, als auch in der immunkompeten-
ten Maus erreichten die mit Alginat verkapselten Pellets die höchsten Werte für die 
Alzianblau- und Kollagen-II-Färbung. HAUSELMANN et al. (1994) beschrieben die 
Verwendung von Alginat als Umgebung, die den Phänotyp von Chondrozyten in der 
in vitro Kultur bewahrt. Auch die in vitro Chondrogenese von hBMSC in Alginat konn-
te im Jahre 2001 von MA et al. beschrieben werden. PAIGE et al. (1996) veröffent-
lichten eine Studie, in der Alginat verkapselte Chondrozyten immundefizienten Mäu-
sen (Nude-Mäusen) subkutan implantiert wurden. Die in diesen Studien mit Chond-
rozyten und hBMSCs gewonnenen Erkenntnisse decken sich mit denen dieser Stu-
die, in der all diese Techniken zusammengeführt wurden: Alginat eignete sich als 
chondroprotektive Umgebung für vordifferenzierte hBMSCs in vivo. Hierbei be-
schränkte sich die Eignung über die von PAIGE et al. (1996) beschriebene Anwen-
dung hinaus nicht nur auf immundefiziente Tiere, auch im immunkompetenten Tier 
bot das Alginat den Zellen eine ausreichend stabilisierende Umgebung. Eine mögli-
che Erklärung hierfür könnte eine mit der Gelenksituation vergleichbare Herabset-
zung des Gas-, Mineral-und Proteinaustausches der Zellen sein, die möglicherweise 
durch eine knorpelmatrixähnliche Beschaffenheit des Alginatbeads zu erklären sein 
könnte. Die Zellen innerhalb des Alginatbeads scheinen ausreichend vor den Wirts-
zellen geschützt zu sein. Da aber auch unverkapselte Sphäroide (die Kontrollen) 
durchaus in beiden Mausgattungen ihren hyalinen Phänotyp bewahren konnten, stellt 
sich die Frage, ob hierfür hauptsächlich die artifizielle Verkapselung, oder vielleicht 
die in vitro synthetisierte extrazelluläre Matrix an sich verantwortlich ist. Die in Algi-
nat-Konstrukten  im Vergleich zu den Kontrollen höheren Scorewerte für Proteogly-
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can und Kollagen Typ-II können durchaus allein auf die Versorgungsreduktion zu-
rückzuführen sein. 
Pellets aus dem Dialyseschlauch zeigten lediglich in der SCID-Maus einen höheren 
Kollagen Typ-II Wert als die alginatverkapselten Konstrukte.  Dies ist wahrscheinlich 
dadurch zu erklären, dass durch die vorab beschriebene Unverträglichkeit des Dialy-
seschlauches mit der BDF1-Maus nur wenige Proben zur Auswertung zur Verfügung 
standen. In der SCID-Maus hingegen stellt der Dialyseschlauch ein weiteres Kon-
strukt dar, das zur Verkapselung von Knorpelpellets genutzt werden kann. Die Ver-
sorgungsreduktion des Dialyseschlauches scheint vordifferenzierten MSC ein gutes 
Mikroklima zu bieten. Soll der Dialyseschlauch im Tierversuch genutzt werden, müs-
sen die nachteiligen Materialeigenschaften in vivo bedacht werden. 
Eine sehr interessante Erkenntnis ergibt sich aus der Betrachtung der in vivo Kontrol-
len. MEYERROSE et al. (2003) haben beschrieben, dass SCID-Mäuse aufgrund feh-
lender B- und T-Lymphozyten zwar keine Gewebe resorbieren können, einzelne Zel-
len jedoch sehr wohl angegriffen werden. 
KAWALEC-CAROLL et al. (2006) zeigten, dass sowohl  photooxidierte, als auch 
nicht–manipulierte xenogene Transplantate (subkutan implantierte humane osteo-
chondrale Zylinder) in der immunkompetenten Maus bestenfalls eine milde Immuno-
genität verursachten. Kollagen scheint keine ausgeprägte Inflammationsreaktion zu 
verursachen. Dies deckt sich mit unseren Erkenntnissen: In Bezug auf die Kollagen 
Typ-II Scores lässt die BDF1-Maus sogar höhere Werte zu, als die Kontrolle in der 
SCID-Maus. Die Pellets zeigten keine Anzeichen von Inflammation und Destruktion; 
4/5 der Pellets waren Acianblau- und Kollagen Typ-II positiv und entsprachen somit 
dem chondrogenen Phänotyp.  
Das lässt darauf schließen, dass die in vitro gebildete Extrazellulärmatrix, die die 
chondrogen differenzierten hBMSCs umgibt, bereits eine ausreichende Immunpro-
tektion darstellt, um die xenogene Gewebetransplantation in immunkompetente Or-
ganismen zu ermöglichen. Nicht nur die bei KAWALEC-CAROLL et al. (2006) ver-
wendeten osteochondralen Zylinder, sondern auch die bei uns genutzten Tissue-
Engineering-Konstrukte scheinen diesen Regeln zu folgen. 
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Der wichtigste Parameter, der in diesem Teil der Arbeit untersucht wurde, ist das 
Kalzifizierungsverhalten und damit die Stabilität des chondrogenen Phänotyps der 
vordifferenzierten Stammzellpellets in vivo. Die bereits von DICKHUT et al. (2008) 
und PELTTARI et al. (2006) beobachteten Ergebnisse zur Kalzifizierung nach Im-
plantation unverkapselter chondrogen differenzierter hMSC in der SCID-Maus konn-
ten nachvollzogen werden. Auch in der vorliegenden Arbeit lag die höchste Kalzifizie-
rungsrate bei den unverkapselten Zellpellets in der SCID-Maus vor. Alle verkapselten 
Konstrukte in der SCID-Maus ließen die Pellets signifikant weniger mineralisieren als 
die Kontrollen. Dabei schnitt der Dialyseschlauch als Protektion gegen Verkalkung  in 
der SCID-Maus am besten ab, statistisch signifikant jedoch war nur die verringerte 
Kalzifikation jedes Konstrukts verglichen mit der Kontrollgruppe. Alle Konstrukte 
scheinen also in der SCID-Maus Kalzifikation erfolgreich zu verhindern. Hierbei muss 
beachtet werden, dass diese Beobachtung in Bezug auf die Diffusionskammer wahr-
scheinlich nur in zweiter Linie auf eine gute Protektion vor zellulärer Migration zu-
rückzuführen ist. In erster Linie mag dafür auch die vorangegangene Lyse/Autolyse 
des Sphäroids verantwortlich sein, die vielleicht dafür sorgt, dass gar keine Zellen 
mehr vorhanden sind, die eine Kalzifikationen überhaupt erst triggern. 
 Das eigentlich überraschende Ergebnis taucht auch hier bei Betrachtung der Ergeb-
nisse der Pellets aus der BDF1-Maus auf: Alle Konstrukte und insbesondere auch 
die unverkapselten und somit nicht gegen das Immunsystem abgeschirmten Kontrol-
len in der BDF1-Maus mineralisierten weniger als parallele Ansätze in der SCID-
Maus. Von allen untersuchten Pellets in Alginat in der BDF1-Maus zeigte keines Mi-
neralisierungsareale. KIRKILES-SMITH et al. (2009) postulieren, dass gerade in der 
Abwesenheit von T-Zellen CD-68 positive Makrophagen verstärkt Kalzifikationen 
hervorrufen. Das stellt eine mögliche Erklärung für den in dieser Arbeit festgestellten 
höheren Mineralisierungsgrad ektoper knorpeliger MSC-Implantate in der SCID-
Maus gegenüber der immunkompetenten Linie dar. Es könnte also sein, dass gerade 
der Einsatz der SCID-Maus, vermeintlich sinnvoll um eine host-versus-graft Reaktion 
zu vermeiden, zu den Kalzifizierungsproblemen führt und somit der Einsatz einer 
immunkompetenten Mauslinie zu einem besseren Ergebnis führt. 
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Die BDF1-Maus stellt somit für die Untersuchung der in vivo Stabilität knorpeliger 
MSC-basierter Konstrukte eine sehr interessante, kostengünstige Alternative zur 
SCID-Maus dar. Die Neigung von chondrogen differenzierten Stammzellkonstrukten 
zur Mineralisierung ist in dieser Mausgattung trotz ungeschützter xenogener Situati-
on nach vier Wochen deutlich verringert, weil offensichtlich bereits die knorpelige 
Extrazellulärmatrix einen ausreichenden Resorptionsschutz über diesen Zeitraum 
gewährt. Das Alginatbead stellt eine gute Umgebung für chondrogen differenzierte 
Stammzellen dar, die möglicherweise der in situ Situation im physiologischerweise 
diffusionseingeschränkten Gelenk recht nahe kommt. Es stellt einen interessanten 
Ansatz dar, um die Stabilität von vordifferenzierten MSC ektop in vivo zu testen. 
 
6.2.2 Konstrukte aus undifferenzierten hBMSC 
Unsere Ergebnisse zeigen erstmalig, dass die Entstehung knorpelphänotypischen 
Gewebes aus undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen im lebenden Orga-
nismus ektop ohne vorherige in vitro-Induktion möglich ist. Sowohl alginatverkapselte 
Zellpellets aus der BDF1-Maus als auch Zellpellets im Dialyseschlauch aus der 
SCID-Maus waren Kollagen-II und Alzianblau positiv ohne zu mineralisieren. Jedoch 
ist bisher keine Reproduzierbarkeit der Methodik gegeben, so dass eine Optimierung 
der Verkapselungsmethodik und der Wachstumsfaktor-Substitution notwendig er-
scheint. Hierzu sollten unter Umständen neue Varianten der Fibrin-Thrombin-
Mischung, in der die Zellen suspendiert wurden, getestet werden. Das könnte einen 
Einfluss auf die Verfügbarkeit des Wachstumsfaktors TGF-ß1 für die eingeschlosse-
nen Zellen haben. Auch die Alginatlösung könnte in ihrer Konzentration durch Varia-
tionen verbessert werden, womit Einfluss auf die diffusionsbedingte Versorgung der 
Zellen genommen werden könnte. Eine Variation in der Menge des substituierten 
Wachstumsfaktors ist ebenfalls eine Möglichkeit, auf die Chondrogenese der 
hBMSCs Einfluss zu nehmen.  
Die Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die Mauszellen an einer ausbleiben-
den in vivo Differenzierung mitbeteiligt sind. Während unverkapselte Kontrollen rest-
los resorbiert werden, gelingt es die verkapselten Zellen differenzieren zu lassen. 
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Hierbei stellt sich die Frage, ob in der SCID-Maus hierfür hauptsächlich NK-Zellen 
und neutrophile Granulozyten, in der BDF1-Maus alle Zellen des Immunsystems ver-
antwortlich sind, oder ob die ausbleibende Differenzierung der Kontrollen auch einem 
verstärkten Abbau von TGF-ß1 durch Mauszellen geschuldet ist. Möglicherweise ist 
dies ein multifaktorieller Prozess, der synergistisch wirkt. 
Die gängige Praxis, zur in vivo Untersuchung chondrogener xenogener Tissue-
Engineering-Implantate immundefiziente Tiere zu benutzen, scheint nicht durchweg 
sinnvoll zu sein und muss in Frage gestellt werden. 
Offensichtlich ist es zumindest bei adäquater Verkapselung der Zellen von unterge-
ordneter Relevanz, ob das Wirtstier ein defizientes Immunsystem besitzt oder nicht. 
Die in vivo Differenzierung gelingt im immunkompetenten Tier genauso wie im im-
mundefizienten. Das kann für die Zukunft bedeuten, dass es unter Umständen mög-
lich sein wird, ein ektopes in vivo Mausmodell zu etablieren, dass in der Lage ist, die 




Zur in-vivo Untersuchung in vitro chondrogen vordifferenzierter hBMSCs erscheint 
den vorliegenden Ergebnissen folgend eine Kombination aus immunkompetenter 
BDF1-Maus und Alginatverkapselung am viel versprechendsten. Auch die Kombina-
tion Dialyseschlauch in immundefizienter SCID-Maus scheint für die Verwendung 
fester Konstrukte interessant. Möglicherweise ist das SCID-Modell mit ausbleibender 
Inflammationsreaktion das sicherere Modell, hinsichtlich der Handhabung und der 
Kosten bei guten Ergebnissen muss das Modell in der immunkompetenten Maus ei-
ne wichtige Alternative werden. 
In dieser Arbeit konnten zwei Verkapselungsmethoden etabliert werden, die eine ver-
besserte Chondroprotektivität als die Kontrollgruppen gewährleistet, und es konnte 
ein Mausmodell etabliert werden, das Kalzifikationen in der Knorpelmatrix nicht mehr 
auftreten läßt. Weiterhin ist es dieser Arbeit gelungen, humane MSC in vivo chond-
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rogen zu differenzieren. Das lässt mittelfristig den Ausblick zu, die Differenzierungs-
fähigkeit von MSC im Hinblick auf klinische Forschung und therapeutische Ansätze 
realitätsnäher als im in vitro Ansatz zu testen.  
Um die erfolgreiche Differenzierung von hBMSCs im Mausmodell ohne in vitro Vor-
differenzierung reproduzierbar zu etablieren sind weitere Arbeiten unabdingbar. Be-
sonders Erfolg versprechend erscheint hier die Verwendung von immundefizienter 
SCID-Maus in Kombination mit der Verkapselung durch den Dialyseschlauch. Auch 
die Nutzung der immunkompetenten BDF1-Maus in Kombination mit einer Alginat-
verkapselung kann zum Ziel führen.  
Nachdem die grundsätzliche Frage der Realisierbarkeit in dieser Studie geklärt wer-
den konnte, könnte die Generierung eines reproduzierbaren Modells zur in vivo Diffe-
renzierung von mesenchymalen Stammzellen den Weg zur Entwicklung und Verbes-







Untersuchung der Chondrogenese verkapselter humaner Stammzellen und deren 
Abschirmung vor dem Immunsystem in Mäusen 
 
Aus der Chirurgischen Tierklinik der Veterinärmedizinischen Fakultät der  Universität 
Leipzig und der Orthopädischen Universitätsklinik Heidelberg 
 
Eingereicht im März 2013 
 
79 Seiten,  42 Abbildungen, 127 Literaturangaben 
Schlüsselwörter: mesenchymale Stammzellen, Chondrogenese, Mausmodell 
 
Mesenchymale Stammzellen bieten eine interessante Option in der regenerativen 
Medizin, da sie praktisch unlimitiert verfügbar sind. Um das Verhalten von humanen 
MSC zu studieren, werden Untersuchungen momentan an immundefizienten Mäusen 
durchgeführt, deren Verwendung kostenintensiv und aufwendig ist. Fragestellung 
war, ob durch Immunisolation (Alginat, Dialyseschlauch, Diffusionskammer) die 
Knorpel erhaltenden -, bzw. bildenden Eigenschaften von MSC-Konstrukten ebenso 
gut in immunkompetenten Mäusen untersucht werden können. Gleichzeitig sollte ge-
prüft werden, ob die mit einer Immunabschirmung einhergehende Reduktion der 
Zellversorgung und damit die Annäherung an die Gelenksituation ihre Mineralisie-
rung vermindern kann und ob Mauszellen für eine Veränderung der vordifferenzier-
ten Knorpelpellets verantwortlich sind. 
Hierzu wurden hBMSC chondrogen differenziert. Die Zellpellets wurden mit Alginat, 
dem Dialyseschlauch oder der Diffusionskammer verkapselt und parallel zu unver-
kapselten Kontrollpellets subkutan in immundefiziente SCID-Mäuse sowie in immun-
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kompetente BDF1-Mäuse implantiert. Die Explantate wurden mit Alzianblau-, Aliza-
rinrot-, Kollagen Typ II-Färbungen, sowie einer ALU in-situ Hybridisierung markiert 
und mittels Histologiescore doppelt blind bewertet (MannWhitneyU). Überra-
schenderweise zeigten die unverkapselten Kontrollen in den BDF1-Mäusen weder 
Zeichen von Inflammation noch von Destruktion und 4/5 der Pellets waren auf Kol-
lagen Typ-II und Alzianblau positiv. Gleichzeitig war der Grad der Mineralisierung in 
den BDF1-Mäusen gegenüber SCID-Mäusen reduziert (p = 0,03). Durch Alginat wur-
de die Mineralisierung in den BDF1 Mäusen (0/8) völlig verhindert, während in den 
SCID-Mäusen noch 7/8 der Pellets Kalzifizierung zeigten (p = 0,001). Die Verkapse-
lung mit Alginat verglichen mit der Kontrolle führte in beiden Mausstämmen zu höhe-
ren Scores für Kollagen Typ II (SCID: p = 0,013, BDF1: p = 0,042) und zeigte gleich-
zeitig eine Reduktion der Mineralisierung (SCID: p = 0,018, BDF1: p = 0,031). In 
SCID-Mäusen war außerdem der Alzianblau-Wert gegenüber den Kontrollen erhöht 
(p = 0,003). Die Diffusionskammer erwies sich als ungeeignet, da die Pellets ihre 
knorpeligen Eigenschaften verloren. Durch die Verwendung des Dialyseschlauches 
konnte lediglich in der SCID-Maus eine Erhöhung der Kollagen Typ II (p = 0,03) und 
eine Reduktion der Kalzifizierung (p = 0,004) erreicht werden. Sowohl im Alginatbead 
in der BDF1-Maus (1/3 Spendern), als auch im Dialyseschlauch mit Kollagenmemb-
ran (2/3 Spendern) konnte eine erfolgreiche in vivo Chondrogenese durchgeführt 
werden. 
Zur Untersuchung der in vivo Stabilität knorpeliger MSC-basierter Konstrukte stellt 
die BDF1-Maus eine attraktive, kostengünstige Alternative mit einer gegenüber der 
SCID-Maus verringerten Mineralisierungsrate dar. Die in vitro gebildete knorpelige 
Extrazellulärmatrix erzeugt dabei bereits eine Immunisolation, welche die Transplan-
tatdestruktion verhindert. Ob ein intaktes lymphozytäres System die Knorpelstabilität 
gegenüber defizienten Immunsystemen begünstigt, muss durch die Untersuchung 
weiterer Ansätze belegt werden. Im Gegensatz zur Diffusionskammer bietet Alginat 
das richtige Maß an Versorgungsreduktion, um die Stabilisierung des Knorpelphäno-
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Mesenchymal stem cells offer an interesting option in regenerative medicine because 
their source is virtually unlimited. Nowadays there are usually immunodeficient ani-
mal models used to determine the function of hBMSC. Due to the appropriate meth-
ods of tender and care those animal models cause high expenses and effort. 
The question was, whether the cartilage-like phenotype of the hBMSC constructs 
could be preserved by immune isolation (alginate, dialysis tubing, diffusion chamber) 
in an immunocompetent as well as in an immunodeficient mouse model. At the same 
time it should be considered whether the reduction of cell metabolism (and therefore 
a joint-like situation) due to the immune isolation, could reduce the mineralization. For 
that purpose hBMSCs were inducted for differentiation into chondrogenic lineage. 
The cell pellets were encapsulated with alginate, the dialysis tubing and the diffusion 
chamber. Those constructs (and a not encapsulated control group) were implanted 
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subcutaneously into immunodeficient SCID mice and immunocompetent BDF1 mice. 
The explants were stained with an alcianblue-, an alizarinred-, a collagen type II-, and 
an ALU in-situ hybridization staining and evaluated using a double-blind rated histo-
logical score (statistics: MannWhitneyU-test).  
Surprisingly the not encapsulated pellets of the control group in the BDF1 mice 
showed neither signs of inflammation nor destruction. We found that 4/5 of the pellets 
were collagen type-II and alcianblue positive. At the same time, the degree of miner-
alization in the BDF1 mice was significantly reduced compared to the SCID mice  
(p = 0.03). Cells encapsulated with alginate in the immunocompetent mice showed 
no mineralization at all (0/8), whereas in SCID mice even 7/8 of the pellets showed 
mineralization (p = 0.001). In both strains, SCID as well as BDF1, the encapsulation 
with alginate resulted in higher scores for collagen type-II (SCID: p = 0.013, BDF1:  
p = 0.042) and showed a reduction of mineralization (SCID: p = 0.018, BDF1: p = 
0.031) compared to the control group. In SCID mice the alcianblue score for alginate 
encapsulated constructs was significantly higher rated than the control group (p = 
0.003). The DC proved to be unsuitable because the pellets lost their cartilaginous 
characteristics. The use of the DS caused only in SCID mice an increase in the colla-
gen type II (p = 0.03) and a reduction of calcification (p = 0.004). To investigate the in 
vivo stability of cartilaginous MSC-based constructs, the BDF1 mouse is an attrac-
tive, cost-effective alternative compared with the SCID mouse. The use of BDF1 mice 
was characterized by a decreased mineralization rate compared with SCID mice. The 
in vitro preformed cartilaginous extracellular matrix generates an immune isolation, 
which obviously prevents a host versus graft reaction. It needs to be determined 
whether an intact lymphocytic system causes better cartilage stability than an immu-
nodeficient system. In contrast to the DC the alginate beads provide the right level of 
supply reduction, in order to stabilize the chondrogenic phenotype of the implants. 
Both, in the BDF1 mouse using alginate beads (1/3 donors), as well as in the SCID 
mouse using the dialysis tubing with a collagen membrane (2/3 donors), was a suc-
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